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Fundamentacao teodrica

O Zabrotes subfasciatus (Bohemann) é uma espécie de caruncho que
infesta grdos armazenados, principalmente o feijao (Phaseolus vulgaris), gerando
grandes prejuizos para a economia brasileira. Pouco se sabe sobre as
caracteristicas bioquimicas implicadas na fisiologia desse caruncho. Por isso, é
de grande importancia estudar o controle desta praga (Ferreira, 1960; Lagarda-
Diaz, 2009).

As ATPases, enzimas que hidrolisam o ATP liberando energia para realizar
algum tipo de trabalho celular, sdo importantes alvos de inseticidas, o que justifica
o interesse em estuda-las (Ping et al., 2004). Diversos critérios podem ser usados
para a identificacdo de uma ATPase, como por exemplo, a caracterizacao
enzimatica. Dentre as ATPases, destacam-se as miosinas, motores moleculares
que utilizam a energia liberada pela quebra do ATP para produgdo de movimentos
intracelulares e musculares. Alteragdes da atividade dessas enzimas levam ao

mau funcionamento do organismo (Vale & Milligan, 2000).
1. Feijao

O feijao (Phaseolus vulgaris) é uma das leguminosas mais nutritivas e de
baixo custo disponivel em todo territério nacional. No passado, sua producdao no
Brasil era caracterizada por cultivos em pequenas areas, com pouca tecnologia e
voltada, principalmente, para subsisténcia. No entanto, a cultura do feijao tem
passado por profundas transformacdes nos ultimos anos (Kluthcousk et. al.,
2007).

O consumo dessa leguminosa apresenta algumas vantagens nutricionais e
terapéuticas. Quanto ao aspecto nutricional, possui elementos essenciais, como
proteinas, ferro, calcio, vitaminas, carboidratos e fibras. Todos estes nutrientes
aparecem em quantias significativas, a ponto de suprir deficiéncias alimentares de
produtos de origem animal. Quanto ao aspecto terapéutico, apresenta efeito
protetor contra carcinogénese de célon, anemia e osteoporose (Meira, 1996; Bobe
et. al., 2008).
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Dentre os problemas relacionados a cultura do feijoeiro, destaca-se a
infestacdo por insetos-praga que, além de atacarem em diferentes estagios de
desenvolvimento da cultura no campo, também danificam os graos armazenados
(Mazzonetto & Vendramim, 2003).

2. Pragas de graos armazenados

Os carunchos pertencentes a ordem coledptera — familia Chrysomelidae e
subfamilia Bruchinae — sao pragas que atacam os graos armazenados, formando
um grupo com mais de 1700 espécies reconhecidas, alocadas em cerca de 60
géneros (Lara, 1992; Johnson & Romero, 2004). No entanto, esse numero pode
ser ainda maior, pois Silva (2005) prevé a descricao de 1300 espécies somente
no Novo Mundo, onde atualmente sdo conhecidas cerca de 750 espécies.

Essas pragas apresentam corpo ovalado, cabecga livre, antenas com 11
segmentos e élitros estriados. A reproducao é, em geral, sexuada, podendo
ocorrer partenogénese em algumas espécies. A maioria é ovipara, sendo que a
postura geralmente ocorre no substrato de que se alimentam ou vivem. Os ovos
sao alongados e lisos, colocados isoladamente ou em grupos (Lara, 1992).

O estudo da biologia de coledpteros é importante, pois algumas familias
apresentam relevancia na economia. Além disso, permite compreender o
comportamento e a importancia ecoldgica desses insetos (Teixeira & Zucoloto,
2003).

Os carunchos podem causar danos diretos quando atacam o produto a ser
comercializado, ou indiretos, quando atacam estruturas vegetais responsaveis
pelos processos fisiolégicos. Eles também podem transmitir patdgenos,
especialmente virus, facilitando a proliferagdo de bactérias e o desenvolvimento
de fungos ou injetando substancias com potencial toxico durante o processo
alimentar (Gallo et. al. 2002).

Kleine-Tebbe e colaboradores (1992), em um estudo com trabalhadores de
silos infestados por carunchos, mostraram que estes podem causar danos ao
homem, desencadeando alergias respiratdrias, como rinite e asma.

As pragas afetam tanto a quantidade como a qualidade dos produtos

armazenados. Os danos quantitativos caracterizam-se pela perda de peso
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provocada pelas galerias abertas nos graos para alimentagdo; os qualitativos,
pela diminuicdo do valor nutritivo dos graos infestados e do grau de higiene do
produto devido a presenca de insetos, excremento e ovos (Gallo et. al. 2002).

Os principais fatores do meio ambiente que influenciam na distribuigéo e na
abundancia desses insetos sdo: tempo, radiacdo, temperatura, umidade, luz,
vento e alimento, assim como suas interagdes. Dentre esses, a temperatura é de
grande importancia na regulagdo das atividades dos insetos. Abaixo de 15°C, os
insetos entram em hibernacdo temporaria até uma temperatura de 0°C. E no
intervalo de 48°C a 52°C, entram em estivagado permanente (Baldin & Lara, 2004).

Segundo Panizzi (1991), as pragas dos produtos armazenados apresentam
algumas caracteristicas proprias que explicam a facilidade de infestagdo e
proliferagdo. Um primeiro fator é o elevado potencial bidtico, que constitui uma
alta capacidade de reproducéo permitindo a formagdo de uma grande populacao
em um curto periodo de tempo. Outro fator é a infestacdo cruzada, ou seja, 0s
carunchos infestam o produto nos depdsitos e no campo. O ultimo fator a ser
considerado € a polifagia — capacidade de infestar diversos produtos, permitindo a
sobrevivéncia da praga mesmo na auséncia do grao preferido.

Em termos mundiais, os prejuizos gerados por pragas e doencas sao
bastante elevados e, juntamente com plantas daninhas, chegam a causar perdas
de 38% na producdo. Levantamentos realizados no Brasil mostraram que as
pragas ja foram responsaveis por prejuizos de 2,2 bilhdes de dolares nas
principais culturas brasileiras (Bento, 1999).

Nesse contexto, estudar as pragas que acometem produtos armazenados
é relevante, uma vez que se estes forem infestados e destruidos nos depdsitos,
perde-se a funcionalidade dos cuidados e todo o investimento feito no controle de
pragas no campo (Panizzi, 1991). Segundo dados da Organizacdo para a
Agricultura e Alimentagdo das Nacgdes Unidas (FAQO), estima-se que as perdas
cheguem a 10% da produgéo total, sendo que, no Brasil, elas estdo em torno de
20%, pois as condigdes de armazenamento no meio rural sdo precarias (Bento,
1999).



2.1 Zabrotes subfasciatus

De acordo com Silva (2005), seis espécies de bruquineos tornaram-se
cosmopolitas devido ao comércio internacional e adquiriram importancia
econdbmica em todo o mundo. Atualmente, no Brasil, a espécie Zabrotes
subfasciatus (Bohemann) se destaca como a principal praga do feijao comum
(Phaselous vulgaris) (Lagarda-Diaz et. al., 2009).

Esta espécie representa o menor bruquineo infestante de graos
armazenados, com comprimento que varia de 5 a 10 mm e didmetro, de 3 a 5
mm. Ocorre em todas as regides onde sdo armazenados feijdbes e outras
leguminosas, desde que nao haja fatores climaticos limitantes (Ferreira, 1960;
Lagarda-Diaz, 2009).

O dimorfismo sexual é evidente em Z. subfasciatus. A fémea pesa de 1,5 a
2,0 vezes mais que o macho (Howe & Currie, 1964). O tempo de vida médio do
adulto em condicoes laboratoriais é de 13,8 dias para o macho e 10,9 dias para a
fémea. O tempo médio para o desenvolvimento completo, do ovo até a
emergéncia do adulto, é de 26 dias (Carvalho & Rosseto, 1968).

A fémea deposita seus ovos diretamente nas sementes, apds a deiscéncia
das vagens ou ainda dentro das mesmas, utilizando-se de perfuracdes realizadas
por outros insetos (Credland & Dendy, 1992). Ao contrario da maioria dos
bruquineos, as fémeas necessitam do contato com a semente para estimular a
ovogénese (Pimbert, 1985).

Os ovos de Z subfasciatus sado arredondados e depositados nas
superficies dos gréos de P. wulgaris (Carvalho & Rosseto, 1968). Eles sao
protegidos por uma substancia excretada na hora da postura, o que o fixa
firmemente ao feijdo. Aparentemente, sdo vulneraveis a danos fisicos, mas isto
pode ser insignificante, uma vez que as larvas eclodem muito rapidamente
(Southgate, 1979). Ap6s a eclosdo, essas penetram diretamente no gréao
(Carvalho & Rosseto, 1968), onde se desenvolvem, formam pupas e, apds o
desenvolvimento completo, formam um orificio na superficie do gréo por onde

ocorre a saida do adulto (Southgate, 1979) (Figura 1).



Figura 1: Exemplar do feijao infestado por Zabrores sufasciatus. 1. Orificio feito pelo
caruncho adulto para sair do grao. 2. Ovos depositados na superficie dos graos de feijao.

Controlar a infestagdo por Zabrotes subfasciatus é muito importante
economicamente, pois atacam graos armazenados, livros e cabos de chumbo de

linhas telefénicas (Lara, 1992).

2.2 Controle de pragas de graos armazenados

Os praguicidas sao tradicionalmente utilizados para prevencao e controle
de pragas. Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO), praguicidas sao produtos quimicos destinados a combater
pragas que causam prejuizo ou interferem na produgdo, na elaboragédo, na
armazenagem, no transporte ou na comercializagdo de alimentos, de produtos
agricolas e de madeira; e também podem ser administrados em animais para
combater insetos, aracnideos ou outras pragas (Oga, 2003).

Definicdo semelhante a da FAO é usada na legislacdo brasileira para
agrotoxico, que substitui o termo defensivo agricola para denominar os venenos
agricolas, colocando em evidéncia a toxicidade desses produtos para o meio
ambiente e a saude humana. Existem diferentes classes de praguicidas baseadas
nos padrdes de uso e no tipo de praga a ser controlada. S&ao elas: inseticidas,
herbicidas, fungicidas e raticidas (Oga, 2003).



Oga (2003) relatou que, no Brasil, as intoxicagdes agudas por praguicidas
ocupam a terceira posicao dentre os agentes causais de tentativas de suicidio e
acidentes, sendo a maioria dos casos por inseticidas (73% de organofosforados,
piretroides, carbamatos e organoclorados), raticidas (15,3%) e herbicidas (9,7%).

Na época da introdugédo desses inseticidas sintéticos, ndo houve nenhum
interesse em se estudar a biologia, a ecologia e o comportamento dos insetos.
Vinte anos depois, das 204 espécies de pragas conhecidas, 137 ja apresentavam
algum tipo de resisténcia. Os diferentes tipos de resisténcia (comportamental,
bioquimica e genética) levaram a grandes investimentos na pesquisa de novos
inseticidas e a reiniciar os estudos entomoldgicos das espécies de importancia
sanitaria e agricola (Neves, 2003).

O aumento no conhecimento dos prejuizos advindos do uso indiscriminado
desses produtos e a preocupacdo dos consumidores quanto a qualidade dos
alimentos tém incentivado estudos relacionados a novas técnicas de controle de
pragas (Tavares & Vendramim, 2005).

Entre as principais alternativas a esses produtos convencionais, destaca-se
0 uso de inseticidas botanicos. Pesquisas com plantas visam, geralmente, obter
inseticidas naturais para o controle de pragas (Sousa et. al., 2005).

O Brasil tem uma importante contribuicdo devido a sua enorme
biodiversidade. O pais apresenta uma das maiores diversidades genéticas
vegetais do mundo, de 350 mil a 550 mil espécies nativas conhecidas, 55 mil
apresentam atividade biolégica (Nodari & Guerra 1999).

Alguns compostos com acao inseticida foram encontrados em inumeras
plantas, sendo eles: alcal6ides, aminoacidos ndo-protéicos, esteroides, fendis,
flavonédides, glicosideos, glucosinolatos, quinonas, taninos e terpenos (Lagunes
et. al., 1984; Grainge & Ahmed, 1988; Coats, 1994).

Kéita e colaboradores (2001) referenciaram estudos com extratos de
origem vegetal e seus efeitos sobre diversas espécies de insetos-praga de
sementes e graos armazenados. Para o controle de carunchos (Coleoptera:
Bruchinae), é conhecido o efeito inseticida de Eucalyptus citriodora, Ruta
graveolens (Mazzonetto & Vendramim, 2003), Piper nigrum L., Chenopodium

ambrosioides (Carvalho, 2008) e Rosmarinus officinalis (Guerra et. al., 2009).



Os extratos de origem vegetal podem atuar diretamente na inibicdo da
atividade das ATPases, enzimas que desempenham importantes funcdes
celulares responsaveis pela manutencédo e desenvolvimento da vida (Ping et. al.,
2004).

3. ATPases

As ATPases sédo enzimas que hidrolisam o ATP, liberando ADP e Pi. A
energia liberada nesse processo é utilizada para realizar algum tipo de atividade
celular. Em geral, requerem cations bivalentes para sua atividade hidrolitica,
sendo que os principais utilizados sdo o calcio e 0 magnésio, para as atividades
Ca?**-ATPase e Mg?*-ATPase (Vale, 1999).

Algumas ATPases sao proteinas integrais de membrana (Lingrel &
Kuntzweiler, 1994; Carafoli, 1997), enquanto outras se encontram no citoplasma
(Sablin, 2000; Krendel & Mooseker, 2005).

Dentre as ATPases de membrana, destacam-se as do tipo P, F, e V
(Pedersen, 2002). As Ca?**-ATPases e Na'/K*-ATPases representam o tipo P e
sao responsaveis pelo bombeamento de cations através de membranas celulares
(Moller et. al., 1996).

As Ca®*-ATPases, ou bombas de célcio, estdo presentes na membrana
plasmatica, nos reticulos endoplasmatico e sarcoplasmatico, no complexo de
Golgi e no envelope nuclear. Essas bombas impulsionam o calcio para os
espacos extracelulares ou para o lumen dos reticulos, mantendo a homeostase
dos niveis de calcio (Caroni & Carafoli, 1981; Carafoli, 2003).

As Ca?-ATPases de membrana sdo formadas por uma Unica cadeia
polipeptidica de aproximadamente 134kDa, com dominio de ligagdo a calmodulina
na extremidade C-terminal. Ja as presentes no reticulo endoplasmatico e
sarcoplasmatico, tém cerca de 100 kDa (Carafoli, 1997). Esta ATPase foi
purificada por MacLennan (1970) e sua estrutura cristalizada foi definida com o
Ca** ligado (Toyoshima et. al., 2000) e livre de célcio (Toyoshima & Nomura,
2002). Essas enzimas sao fortemente inibidas, estequiometricamente e
irreversivelmente, por tapsigargina, um sesquiterpeno natural promotor de

tumores pertencente a familia das lactonas (Ley et. al, 2004).



As Na'/K*-ATPases sado responsaveis pelo transporte de sodio e potassio
através da membrana plasmatica (Woo et. al., 1999). A energia para realizacao
desse trabalho € obtida a partir da hidrélise do fosfato terminal da molécula de
ATP, transportando trés ions Na* para o meio extracelular e dois ions K" para o
meio intracelular (Jorgensen et. al., 2003). Esse transporte estabelece um
gradiente eletroquimico essencial para a manutencdo dos potenciais de
membrana responsaveis pelas atividades excitaveis de células musculares e
nervosas, proporcionando, também, a regulacao do volume e pH intracelulares e
a captagdo de nutrientes extracelulares, como glicose, aminoacidos e vitaminas
(Martin, 2005).

Essas enzimas sdo constituidas por uma subunidade o de
aproximadamente 113kDa e uma subunidade B de 35kDa. Sao inibidas por
ouabaina e digitonina (Lingrel & Kuntzweiler, 1994).

As ATPases de membrana do tipo F (F1Fo-ATP) sdo compostas de um
mecanismo de dois sitios, um com subunidades hidrofébicas embebido em
membrana, F,, € um F; catalitico ligado a F, por uma haste (Weber & Senior,
1997; Bulygin, 2009). S&o também chamadas de F{F,-ATPsintase, pois realiza a
sintese do ATP em condicdes fisioldgicas, embora in vitro atue hidrolisando o ATP
(Boyer, 1997; Weber & Senior, 1997).

A diminuicdo da atividade dessas ATPases podem causar uma variedade
de desordens neuromusculares severas (Kucharczyk, 2009). A atividade delas é
fortemente inibida por cloreto de aluminio 0,1 mM e fluoreto de sdédio 5mM
(Lunardi et. al., 1988) e, também, por azida TmM (Murataliev et. al., 1991).

As ATPases tipo V ou V-ATPases, inicialmente encontradas em vacuolos,
sao compostas de varias subunidades com similaridades de sequéncias com as
ATPases tipo F (Nishi & Forgac, 2002). Essas enzimas compreendem dois
complexos, V4 — complexo catalitico e V, — ligado a membrana, por onde ocorre
translocacgao de prétons (Forgac, 1992).

Os principais processos celulares envolvendo as V-ATPases sao:
endocitose, transporte intracelular, fusdo de membranas, reabsorcdo éssea e
balango renal &cido/base (Pedersen, 2002). Essas ATPases foram estudadas no
sistema excretor de insetos, bombeando prétons para o lumen dos tubulos de
Malpighi, mas seu papel ainda nao foi bem estabelecido (O’ Donnell et. al., 2003).
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As ATPases soluveis incluem motores moleculares e algumas ecto-
ATPases. As Ultimas podem ser divididas em ectonucleotideo-difosfohidrolase
(ecto-ATPDase ou apirase), que catalisam a conversdo de nucleotideos di e
trifosfatos a monofosfato e fosfato inorganico na presenca de Ca** ou Mg?, e
ectonucleotideo-trifosfatase (ecto-ATPase), que catalisam apenas nucleotideos
trifosfato (Wink et. al., 2000). Ambas sao inibidas por Triton X-100 e diferenciadas
entre si pela inibicdo por azida, uma vez que apenas as ecto-ATPDases sao
inibidas por azida 10-20 mM (Plesner, 1995).

A purificacdo das ecto-ATPases é dificultada pela co-purificagdo com
outras proteinas, assim como sua baixa concentragéo, falta de especificidade de
substrato e cétions bivalentes, como também pela inibicdo de sua atividade
enzimatica por detergentes que normalmente solubilizam as proteinas ligadas a
membrana (Plesner, 1995).

Segundo Komoszynski & Wojtczak (1996), ecto-ATPases estéao
relacionadas com neurotransmissdo, agregacao plaquetaria, regulacdo da
pressao sanguinea e permeabilidade de membranas celulares.

As principais familias que constituem os motores moleculares
correspondem as miosinas, cinesinas e dineinas, que sdao moléculas que tém
dominio globular em uma extremidade seguido por uma haste (Figura 2). Esse
dominio globular funciona como um dominio motor, que desliza usando a energia
da hidrolise de ATP para produgcdo de movimento (Hirokawa & Takemura, 2003).
As interacoes eletrostaticas desempenham uma fungao vital neste mecanismo de
acao, e as ferramentas fisicas podem contribuir muito para seu entendimento
(Miller et. al., 2009).

As miosinas realizam transporte ao longo de filamentos de F-actina e as
dineinas e cinesinas se ligam a microtubulos. Geralmente, transportam organelas,
complexos de proteinas, acidos nucléicos e outras estruturas presentes no interior
da célula (Karcher et. al., 2002).



Figura 2: Representacdo dos principais motores moleculares. (A) Miosina Il. (B)
Cinesina. (C) Dineina. As ilustracbes acima sao micrografias eletrbnicas de alta
resolucdo. Os dominios motores estdo em amarelo, proteinas associadas, em marrom, e
os dominios espiralados estdo representados por linhas pretas paralelas (extraido de
Schiwa & Woehlke, 2003)

As cinesinas sao as mais abundantes em diferentes tipos de células, sendo
compostas por 144 dominios motores em 31 espécies. As cargas transportadas
por elas incluem vesiculas, organelas, fuso mitético e cromossomos. O
movimento das cinesinas pode ser realizado para ambas as extremidades dos
microtubulos (Kim & Endow, 2000).

As dineinas sao divididas em dois grupos, axonemal e citoplasmatica, com
movimentacdo para a extremidade (-) de microtubulos (Hirokawa, 1998). As
dineinas axonemais estao relacionadas aos batimentos de cilios e flagelos. Ja as
citoplasmaticas estdo envolvidas no transporte de vesiculas do complexo de golgi
para o reticulo endoplasmético e na formagao do fuso mitético (Gibbons & Rowe,
1965; Karki & Holzbaur, 1999).

As miosinas sdo compostas de trés dominios estruturais e funcionais: um
dominio N-terminal globular (denominado cabeca ou dominio motor) que pode
ligar-se a actina, hidrolizar o ATP e translocar-se ao longo de filamentos de actina;
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um dominio regulatério, também denominado de pescogo, que se constitui de
uma seqléncia ligante de calmodulina e/ou cadeias leves, formando os motifs 1Q,
que variam de 0 a 6 nas diferentes classes de miosinas, € um dominio cauda C-
terminal, que representa a parte mais diversa da cadeia pesada e é responsavel
pela funcao especifica da miosina (Sellers, 2000; Graziane et. al., 2009).

Geralmente, a atividade Mg®*-ATPase de miosinas é baixa na auséncia de
F-actina e é estimulada na sua presenca (Conzelman & Mooseker, 1987). As
miosinas caracterizam-se, basicamente, por apresentarem uma alta atividade na
presenca de KCI 600mM e auséncia de cations bivalentes, conhecida como
atividade K'EDTA-ATPase (Pollard & Korn, 1973, Pollard, 1982). Outra
propriedade de algumas miosinas é o estimulo pelo complexo Ca?*/Calmodulina
(Espindola et. al., 1992; Wolenski, 1995).

Baseadas na diferenca da seqiiéncia dos dominios motores, as miosinas
sdo classificadas em 18 classes, cada qual com caracteristicas proprias (Berg et.
al., 2001). Mais recentemente, tem sido discutida uma nova classificagdao com 30
classes (Richards & Cavalier-Smith, 2005; Foth et. al., 2006).

A sequir, sdo descritas as caracteristicas de algumas classes de miosinas.
Miosinas |

As miosinas | sdao compostas por uma cadeia pesada com massa
molecular de 110-140 kDa e 1-6 cadeias leves. Esta classe esta dividida em
quatro subgrupos que, além da variabilidade na seqiéncia dos dominios motores,
difere na quantidade de motifis IQ, no comprimento e na organizagdo dos
dominios da cauda (Redowicz, 2007).

Elas participam do trafego de membrana, da migracao celular, na dindmica
do cértex da actina, das estruturas subplasmaticas da membrana (Barylko et. al.,
2005) e na transcricao (Philimonenko et. al., 2004). Também apresentam um
papel importante nos mecanismos de resposta imune inata para infecgbes
bacterianas gram-negativa em Drosophila melanogaster (Hegan et. al., 2007).

Os membros da familia da miosina | s&o expressos em protozoarios, onde
foi originalmente isolada, fungos e metazoarios (Sellers 1999; Barylko et. al.,
2005).
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Miosinas Il

As moléculas de miosina Il sdo um hexamero formado por duas cadeias
pesadas de miosina, com massa molecular de 171-244 kDa, enroladas em a-
hélice e quatro cadeias leves (Warrick & Spudich, 1987). Cada cadeia pesada
pode ser separada em duas por¢cdes: meromiosina leve, em forma de bastéo, e
meromiosina pesada, conhecida como por¢cdo globosa da miosina, a qual
apresenta sitio de ligacdo com actina e ATP. (Huxley, 1969; Lowey et. al., 1969;
Silva & Carvalho, 2007).

Embora as miosinas musculares sejam um dimero, as duas cabegas
parecem agir independentemente e apenas uma se liga a actina em um dado
mometo. A estrutura delas revelou um grande centro ativo que liga a actina e um
dominio adjacente ligante de cadeia leve (Rayment et. al., 1993; Vale & Milligan,
2000).

Foi a primeira miosina a ser descoberta, também chamada de miosina
convencional. Elas apresentam funcdo na contracdo muscular, gerada pelo
deslizamento entre os filamentos de actina e miosina (Huxley & Hanson, 1954),
como também na regulacdo da rotagdo ommatidial em Drosophila melanogaster
(Fiehler & Wolff, 2007) e no movimento vesicular (Bhat & Thorn, 2009).

Além disso, ha uma grande evidéncia de que as miosinas Il desempenham
um papel nos processos secretorios de uma variedade de células como, por
exemplo, células “natural killer” (Andzelm et. al., 2007), neurbnios sensoriais
(Mochida et. al., 1994), exécrinas (Jerdeva et. al., 2005) e oocistos (Becker & Hart
1999).

Estudos também indicam que essas miosinas proporcionam uma forca
contratil para expulsar o conteudo das vesiculas e sdo necessarias na abertura de
seus poros (Segawa & Yamashina 1989, Yu & Bement 2007; Graziane et. al.,
2009), pois sua inibicao atrasa a abertura dos mesmos (Yu & Bement 2007, Neco
et. al., 2008, Doreian et. al., 2008).

12



Miosinas Il e IV

As cadeias pesadas das miosinas Il podem ocorrer como duas isoformas
de 132 e 174 kDa. A porcao aminica terminal das miosinas tipo Il € peculiar e
contém um dominio de proteina quinase que pode ser um componente importante
do processo visual. Elas foram encontradas inicialmente em Drosophila
melanogaster e apresentam fung¢do na fototransducgéo, inclusive na regulagéo da
localizacao intracelular de calmodulina em fotorreceptores (Porter et. al., 1993;
Cronin et. al., 2004).

As miosinas |V possuem uma cadeia pesada de 178kDa, consistindo em
um dominio cabe¢a de 90kDa, um dominio pesco¢o com um unico motif IQ e um
grande dominio cauda de 87kDa (Mooseker & Cheney, 1995). Sdo encontradas
em muitos organismos, como ratos, humanos e insetos, (Kelleher et. al., 2000),
sendo que em Drosophila melanogaster, apresentam fungdo importante na
espermatogénese (Rogat & Miller, 2002).

Miosinas V

As miosinas V sao dimeros compostos por duas cadeias pesadas de 190-
220kDa. Cada cadeia contém quatro dominios principais (Langford, 2002): um
dominio motor que consiste de um sitio ligante de actina e ATP; um pescoco que
tem seis sitios de ligacdo (motifis IQ) para calmodulina e outras cadeias leves;
uma regido em hélice “coiled-coil” que é necessaria para a dimerizacdo das
cadeias pesadas e uma cauda C-terminal composta de um dominio globular (Berg
et al., 2001; Weisman, 2006).

Estudo recente mostrou que a cauda da miosina V causa a liberagdo de
densos centros vesiculares do citoesqueleto de actina, permitindo um aumento da
exocitose nas culturas dos neurbnios do hipocampo. Sendo assim, sua
participagdo na exocitose de peptideos contidos em vesiculas de células
neuroenddcrinas foi confirmada (Bittins et. al., 2009).

Elas apresentam também importancia no trafego através de membranas e

na regulacao da apoptose (Puthalakath et. al., 2001; Krendel & Mooseker, 2005),
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como também participam do desenvolvimento larval e espermatogénese em
Drosophila melanogaster (Mermall et. al., 2005).

Embora descrita sua participacdo por Bridgman (2004) na regulacdo do
trafego de organelas e proteinas associadas aos neurdnios, Graziane e
colaboradores (2009), demonstraram que bloquear a fungcao da miosina Va com
um anticorpo especifico nao afeta a regulagdo dos receptores de
neurotransmissores, sugerindo a auséncia do envolvimento da miosina V no
trafego dos mesmos.

Elas s&o encontradas na maioria dos eucariotos. Foram
independentemente descobertas em fungos, a partir de estudos do gene MYO2
(Johnston et. al., 1991), em camundongos, como produto do gene dilute (Mercer
et. al., 1991), e em cérebro de vertebrados, como uma proteina ligante de
calmodulina de 190-kDa (complexo p190-calmodulina) (Larson et. al., 1988;
Espreafico et. al., 1992).

Essas miosinas sao distintas da miosina |l de cérebro por ser um substrato
para fosforilagdo por proteina quinase Il dependente de calmodulina e substrato
para clivagem pela calpaina (Larson et. al., 1990; Espindola et. al., 1992; Coelho
& Larson, 1993).

As miosinas V sao expressas em baixos niveis em muitos tipos celulares.
Entretanto, sado particularmente  abundante em  neurbnios, células
neurosecretoérias e melanécitos (Espindola et. al., 1992). Em humanos, ha trés
genes da miosina V e seus produtos, denominados miosinas Va, Vb e Vc, séo
diferentemente expressos (Redowicz, 2007).

Miosinas VI

As miosinas VI sdo compostas de uma cadeia pesada de 140 kDa
(Mooseker & Cheney, 1995). Sdo constituidas por duas cabegas com um Unico
dominio motor, na cauda estao presente um pequeno segmento “coiled-coil”. Ha
uma insercao de 25 aminoacidos que, por comparagcao com a estrutura em cristal
da miosina Il, devem estar presentes na superficie da alga superior ao dominio
50kDa, assim como uma outra insercdo de aproximadamente 50 aminoacidos

antes do motif IQ que determina a dire¢do da miosina VI (Sellers, 2000; Sweeney
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& Houdusse, 2007). E a tnica miosina que caminha para a extremidade negativa
dos filamentos de actina (Wells et. al., 1999).

Numerosos estudos revelaram que membros da classe das miosinas VI
participam da espermatogénese, migracdo celular, endocitose, trafego de
organelas, manutencdo da morfologia do Golgi, secre¢do de proteina, transcri¢cao
de gene e manutencgao da integridade estrutural das células dos pélos internos do
ouvido (Hasson, 2003; Buss et. al., 2004; Sweeney & Houdusse, 2007).

Em Drosophila melanogaster, esta relacionada com a migragao celular no
ovario (Krendel & Mooseker, 2005). A superexpressdo do gene da miosina VI tem
sido observada em formas malignas dos canceres de ovario e préstata (Yoshida
et. al., 2004; Dunn et. al., 2006).

Elas foram originalmente descobertas em Drosophila melanogaster
(Kellerman & Miller, 1992) e, mais tarde, foram encontradas em todos os
organismos metazoas (Buss et. al., 2004; Sweeney & Houdusse, 2007).

Miosinas VII

Elas apresentam uma cadeia pesada com uma massa molecular de
250kDa, a qual é expressa na coclea, fotoreceptor e células epiteliais da retina,
testiculos e rim; e uma cadeia pesada com massa molecular de 138 kDa,
expressa exclusivamente em testiculos (Hasson et. al., 1996). Em diversos
organismos, participa da fagocitose e, em Dictyostelium amoebae, favorece a
adesao célula-célula e célula-substrato (Krendel & Mooseker, 2005).

Os membros da familia das miosinas VIl foram identificados em
Dictyostelium discoideumn (Titus, 1999) e, posteriormente, em um conjunto diverso
de organismos, incluindo vermes, insetos, peixes, sapos e humanos (Thompson &
Langford, 2002).

Miosinas VIII

As miosinas VIII apresentam massa molecular de 131kDa e séo

constituidas de 90 residuos amino-terminal no dominio motor, 4 motifis IQ e um
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pequeno seguimento “coiled-coil’. Foi primeiramente descrita em Arabidopsis
(Sellers, 2000).
Apresenta potencial supressor de tumor, pois possui reduzida expressao

em um grande numero de tumores ovarianos (Yanaihara et. al., 2004).

Miosinas IX

Elas compreendem uma classe de proteinas motoras Unicas contendo, na
cauda, um dominio Rho-GAP (proteina que ativa a GTPase) e um dominio ligante
de zinco (Bahler, 2000). Também ha uma longa insercdo (150 aminoacidos)
dentro da alga 2 (correspondendo a jungédo 50/20 kDa) do dominio motor (Wirth
et. al., 1996; Redowicz, 2007).

Essas miosinas contém um tipico dominio motor, motif 1Q, e um longo
dominio na cauda com uma regiao “coiled-coil”, sugerindo que elas devem formar
homodimeros (Salamon et. al., 2003). Elas foram expressas, primeiramente, em
Caenorhabditis elegans e estao presentes em uma variedade de organismos,
incluindo vermes, peixes e camundongos (Thompson & Langford, 2002).

Sao importantes na remodelacédo do citoesqueleto durante a infeccao pela

bactéria patogénica Shigella (Wirth et. al., 1996).

Miosinas X, Xl e XIl|

As miosinas X apresentam, em sua estrutura, uma cauda com pequenas
extensbes “coiled-coil”; um dominio que interage com o0s mecanismos de
transducao de sinal e com o citoesqueleto; e trés motifs 1Q seguem o dominio
motor (Sellers, 2000). Estdo relacionadas com a fagocitose (Krendel & Mooseker,
2005) e foram identificadas primeiramente em sapos (Solc et. al., 1994).

As miosinas XI possuem muitas caracteristicas estruturais similares a
miosina V, inclusive 6 motifis IQ e uma cauda com segmentos “coiled-coil”
intercalada com seguimentos que nao formam hélice (Sellers, 2000). Foram
primeiramente identificadas em Arabidopsis (Kinkema & Schiefelbein, 1994).

Uma cadeia pesada (300 kDa) com uma extensao amino-terminal de 200

aminoacidos, dois dominios 1Q e uma sequéncia muito curta para formar a regiao
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“coiled-coil” consituem a estrutura das miosinas Xll. No entanto, diferem de muitas
classes de miosinas, pois a regiao “coiled-coil” nao esta justaposta ao ultimo 1Q,
mas esta situada na carboxila-terminal da cauda (Sellers, 2000). Estas miosinas

foram identificadas em C. elegans pelo projeto genoma (Baker & Titus, 1997).

Miosinas XIlII, XIV e XV

Dois genes das miosinas Xl foram relatados e nomeados MYO1 e MYO3.
Seus dominios motores sdo completamente similares e ambos tém caudas muito
curtas, mas elas diferem no numero de motif IQ na regido do pescogo: MYO1
possuem 3-5 motifis IQ e MYOS possuem 5-7 (Sellers, 2000).

As miosinas XIV contém um dominio motor sem motif 1Q e apenas uma
cauda muito pequena. Dois membros da classe das miosinas XIV foram
encontrados nos parasitas Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum (Soldati
et. al.,, 1999), mas ndo se sabe ainda se as miosinas participam do processo
infeccioso (Sellers, 2000).

O gene que codifica as miosinas XV tem 66 éxons. Sendo que, o segundo
éxon em rato e humano, codifica um dominio rico em prolina, de
aproximadamente 1200 aminoacidos, encontrado na terminacdo amino que nao
tem sequiéncia homologa a outras proteinas. A cauda ndo tem nenhuma regiao
para formar “coiled-coils”. Sua massa molecular é de 395 kDa (Liang et. al., 1999;
Sellers, 2000) e sdo expressas apenas em vertebrados (Thompson & Langford,
2002).

Miosinas XVI, XVIl e XVIII

As miosinas XVI estao evolutivamente relacionadas a miosina Ill devido a
semelhangca nos dominios da cabeg¢a (Thompson & Langford, 2002). Ja as
miosinas XVII, em fungos, parecem ser descendentes evolutivas das miosinas VII.
Hodge & Cope (2000), comparando os dominios da cabeca, mostraram uma
relacdo entre estas duas classes.
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Ha duas isoformas das miosinas XVIlIl em ratos e em humanos. Analises
filogenéticas indicam que miosinas XVIII e miosinas convencionais (classe II)

compartilham origens comuns (Foth et. al., 2006).
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Capitulo Unico

Purificacao e caracterizagao parcial de ATPase
de larvas de Zabrotes subfasciatus (Coledptera:
Chrysomelidae: Bruchinae) e modulagao
fitoterapica de sua atividade
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1. Resumo

Zabrotes subfasciatus (Boheman) é a principal praga do feijdo comum
(Phaselous vulgaris). O objetivo do presente estudo foi a purificacao,
caracterizagdo e modulagao fitoterapica de uma ATPase a partir da fragcao soluvel
de larvas de Z subfasciatus. As larvas, recém extraidas do feijao, foram
homogeneizadas em tampao de extracao e centrifugadas a 45.000 g por 30 min a
4°C. O sobrenadante foi fracionado com sulfato de aménio. A fragdo precipitada
45-80% de saturacao foi homogeneizada em tampao de baixa forca idnica e
centrifugada, o sobrenadante resultante foi aplicado em coluna de Q-Sepharose.
A coluna foi eluida com NaCl 200mM e, posteriormente, com um gradiente de
NaCl 200 a 500mM. Apé6s a cromatografia, as fragdes que expressaram maior
atividade Ca®*/Mg?*-ATPase foram reunidas, constituindo a fragdo ATPase de
larvas de Z. subfasciatus. O principal polipeptidio dessa fracao apresentou massa
molecular relativa um pouco acima da cadeia pesada de miosina Il. A fragéo
ATPase apresentou atividade K'/EDTA-ATPase significativa. O PPi e o ADP
praticamente nao foram hidrolisados  Tapsigargina, ouabaina e azida nao inibiram
a atividade Ca®**/Mg?*-ATPase. Extrato aquoso de Eucalyptus citriodora,
Chenopodium ambrosioides e Rosmarinus officinalis inibiram a atividade
Ca**/Mg**-ATPase, sendo que o Eucalyptus citriodora inibiu por completo essa
atividade. A caracterizacdo desta fragdo excluiu a possibilidade da presenca de
varias ATPases e apresentou um forte indicio da presenca de miosina, devido a
alta atividade K*/EDTA.

Palavras-chave: ATPase, Zabrotes subfasciatus, inseticida natural
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2. Abstract

Zabrotes subfasciatus is the most common pest of the stored beans
(Phaselous vulgaris). This study was carried out to characterize ATPase from Z.
subfasciatus larvae and to investigate its phytotherapy modulation. Larvae
extracted from Phaseolus vulgaris were firstly homogenised in extraction buffer,
and then centrifuged 45000¢g for 30min at 4°C. Supernatant was fractioned with
ammonium sulfate, precipitaded fraction on 45-80% saturation was homogenized
in reduction ionic strength buffer, centrifuged and the supernatant was applied in
ion exchange chromatography on Q-Sepharose. The column was eluted with
200mM NaCl and after that with salt gradient containing 200 to 500mM NacCl. After
chromatography, fractions that presented Ca®*/Mg?*-ATPase activity constituted Z.
subfasciatus larvae ATPase fraction. The main polypeptide from this fraction
showed relative molecular weight similar of the myosin VII. This fraction presented
significant K*/EDTA-ATPase activity. Both pyrophosphate and ADP were not
hydrolyzed. Tapsgargin, ouabain and azide did not inhibit Ca**/Mg**-ATPase
activity. Aqueous extracts from leaves of C. ambrosioides, R. officinalis and E.
citriodora inhibited Ca®*/Mg®*-ATPase activity, being the last one more effective.
These results strongly indicate the presence of myosin in Z. subfasciatus larvae
ATPase fraction, considering that it presented high K'/EDTA activity.

Key-words: ATPase, Zabrotes subfasciatus, botanical insecticide
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3. Introducao

Zabrotes subfasciatus (Boheman), a principal praga do feijao comum
(Phaselous vulgaris), é considerado o menor bruquineo infestante de graos
armazenados. Esta espécie ocorre em todas as regides onde se armazenam
feijdes e outras leguminosas (Ferreira, 1960; Lagarda-Diaz, 2009).

O controle de bruquineos em feijdo armazenado geralmente é feito com o
uso de inseticidas sintéticos (Hill, 2002). O aumento no conhecimento dos
prejuizos advindos do uso indiscriminado desses produtos e a preocupagao dos
consumidores quanto a qualidade dos alimentos tém incentivado estudos
relacionados a novas técnicas de controle de pragas (Tavares & Vendramim,
2005).

Entre as principais alternativas aos inseticidas convencionais, destaca-se o
uso de inseticidas botanicos. Pesquisas com plantas visam, geralmente, encontrar
principios ativos que atuem no controle de pragas (Sousa et. al., 2005).

Kéita et. al. (2001) referenciam estudos com extratos de origem vegetal e
seus efeitos sobre diversas espécies de insetos-praga de sementes e graos
armazenados. Para o controle de carunchos (Coleéptera: Bruchinae), € conhecido
o efeito inseticida de Eucalyptus citriodora (Eucalipto), Ruta graveolens (Arruda)
(Mazzonetto & Vendramim, 2003), Piper nigrum (Pimenta do reino), Chenopodium
ambrosioides (Erva de Santa Maria) (Carvalho, 2008) e Rosmarinus officinalis
(Alecrim) (Guerra et. al., 2009).

Os extratos de origem vegetal podem atuar diretamente na inibicdo da
atividade das ATPases (Ping et. al., 2004). Estas enzimas hidrolisam o ATP
liberando ADP e Pi. A energia liberada nesse processo € utilizada para realizar
algum tipo de trabalho celular. Algumas ATPases sao proteinas integrais de
membrana (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Carafoli, 1997), enquanto outras se
encontram no citoplasma (Krendel & Mooseker, 2005).

Considerando que as ATPases podem ser de grande importancia no
controle biolégico de pragas, o objetivo do presente estudo foi a purificagao,
caracterizacao e modulacéo fitoterapica de ATPase de larvas de Z. subfasciatus.
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4. Material e Métodos

4.1 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados, tais como imidazol, EDTA, EGTA, B-
mercaptoetanol, DTT, ATP, nucleotideos, inibidores de proteases, reagentes para
eletroforese, sacarose, pirofosfato tetrasédico, KCIl, FeSO. ouabaina e

tapsigargina foram de grau analitico.
4.2 - Preparacao da fragcao ATPase

As larvas (0,6g) recém-extraidas do feijao foram homogeneizadas em
solugdo tampéao contendo: imidazol 50 mM pH 7,5, sacarose 250 mM, EDTA 10
mM, EGTA 10 mM, DTT 0,2mM, benzamidina 1 mM e um conjunto de inibidores
de protease Sigma® P2714 (AEBSF, aprotinina, bestatin, E-64, EDTA e
leupeptina), que foi diluido conforme recomendado pelo fabricante. As larvas
foram utilizadas na proporcdo de 0,1 g/mL de solucdo tampao. Para
homogeneizagcao das larvas, foi usado homogeneizador potter e todo o
procedimento realizado em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a
45.000g, por 30 min, a 4°C em centrifuga Sigma® 3K30. Adicionou-se a fracdo
sobrenadante (S1) sulfato de aménio 45% de saturacdo, incubou-se por 20
minutos em temperatura ambiente e centrifugou-se a 30.000g, por 30 min, a 4°C.
A fragdo sobrenadante (S2) foi tratada com sulfato de aménio 80% de saturacao,
incubou-se por 20 minutos em temperatura ambiente e centrifugou-se a 45.000 g
por 30 min a 4°C. A fragéo precipitada (P3) foi ressuspendida em 5mL de tampéao
de ressuspensao (Imidazol 20mM pH 7,5, EDTA 2mM, DTT 0,5mM) e novamente
centrifugada a 45.000 g por 30 min a 4°C, originando as fracoes S4 e P4. A fracao
sobrenadante (S4) foi recuperada e submetida a cromatografia. A Cromatografia
foi realizada utilizando uma coluna de 3mL de Q-sepharose, que foi equilibrada
com 10 volumes de solucdo A (Imidazol 20mM pH 7,5, EDTA 0,1imM, DDT
0,1mM). S4 foi aplicada na coluna que, em seguida, foi lavada com 10 volumes de

solugédo A. Posteriormente, a coluna foi eluida com cinco volumes de solugdo A
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contendo NaCl 200mM e, logo, com um gradiente formado por 20mL de tampao
contendo NaCl 200mM e 20mL de tampao com NaCl 500mM. Apbés o

estabelecimento do gradiente, foram coletadas fragdes de 1,5mL por tubo.

4.3 - Analise da purificacao

O perfil de polipeptidios das fracées protéicas foi analisado em Gel de
Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Soédio (SDS-PAGE), usando o sistema
descontinuo de Laemmli (1970) e o sistema de placas empregado por Studier
(1973). Os géis, gradiente de 5% a 22% de acrilamida, foram montados entre
placas de vidro e alumina de 10 x 7,5 x 0,06¢cm.

A separacao eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em tampao Tris
25mM, EDTA 2mM, Glicina 0,2M, SDS 2,5mM sob corrente constante de 30mA.
Os géis foram corados em solucdo de “comassie brilhant blue-R” 0,125% em
etanol 50% e acido acético 10% e, em seguida, descorados em solugdo etanol
20% e acido aceético 12,5%.

Foi usado o padrao SDS-6H Sigma (cadeia pesada de miosina 205 kDa, 3
Galactosidase 116 kDa, Fosforilase 97,4 kDa, albumina bovina 66 kDa,
ovoalbumina 45 kDa e anidrase carb6nica 29 kDa) para calcular a massa
molecular aproximada dos polipeptidios em gel, segundo 0 método de Lambin et.
al. (1976).

4.4 - Atividade ATPase

A atividade ATPase foi determinada pela medida do fosfato inorganico (Pi)
liberado do ATP, usando o método de Heinonen & Lathi (1981). A atividade
cation-ATPase foi realizada utilizando meio de reacdo imidazol 25mM pH 7,5,
DTT 1,0 mM, EDTA 2 mM, KCI 60 mM, ATP 1mM contendo 2mM dos respectivos
cations. A atividade K*/EDTA-ATPase foi realizada em meio de reagao, imidazol
25 mM pH 7,5; DTT 1 mM; EDTA 2 mM, ATP 1 mM contendo KCI 60 ou 600 mM.
Os efeitos de ouabaina 1,7mM, tapsigargina 140uM e azida 1 e 10mM foram
testados na atividade Ca®*/Mg**-ATPase, estes inibidores foram adicionados &

fracdo protéica, juntamente com meio de reagdo. O mesmo ocorreu com o ensaio
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utilizando os extratos aquosos, sendo que todos estes foram usados na proporcao
de 125uL do extrato/0,1g de larva. Volumes pré-determinados das fragdes
protéicas foram adicionados aos meios de reacao e o volume final de 200uL foi
completado com a adigao de agua Milli-Q.

A reacao foi realizada em duplicatas e iniciada com a adi¢do de ATP, GTP,
ADP ou PPi, seguida de incubagéo a 37°C por 20 minutos e interrompida com a
adicao de 2ml de solugdo de dosagem de Pi. Essa solugédo foi preparada com
acetona (PA), acido sulfarico 5 N e molibidato de aménio 10mM na proporcao
volumétrica de 2:1:1, respectivamente, no momento do ensaio. As amostras foram

lidas em espectrofotobmetro a 355 nm.

4.5 — Dosagem de Proteinas

Para quantificagdo das proteinas, foi utilizado o método de Bradford,
usando como padréo soro albumina bovina (BSA).

Aliquotas das fracées foram diluidas em agua deionizada para 100ul,
seguida pela adicdo de 3ml de reagente de Bradford (100mL de comassie blue G,
50mL de etanol 95%, 100mL acido fosférico 85%, completando o volume com
agua para 1L). As determinacbes foram realizadas em duplicata, lendo-se em
espectrofotdmetro a 595nm (Bradford, 1976).

4.6 — Preparacao dos extratos aquosos utilizados nos ensaios de inibi¢ao da
atividade ATPase

As folhas dos vegetais utilizados foram secas ao sol, trituradas, misturadas
em agua destilada e filtradas através de papel filtro. Os extratos aquosos foram
preparados na concentragdo 10mg de extrato/ml de agua destilada (Ribeiro et. al.,
2007).

Foram utilizadas cinco espécies vegetais: Chenopodium ambrosioides
(Erva de santa maria), Rosmarinus officinalis (Alecrim), Eucalyptus citriodora
(Eucalipto-cheiroso), Ruta graveolens (Arruda) e Piper nigrum (pimenta do reino).

As folhas dos vegetais foram coletadas em Fevereiro de 2009, identificadas

e depositadas no herbario da Reserva Ecocerrado Brasil, Araxa-MG.
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4.7 — Analises estatisticas

Os resultados foram representados graficamente com médias e desvio
padrdo. Utilizou-se andlise de variancia (ANOVA) para comparacao das variaveis
e o teste de Tukey para as diferencas minimas significativas, através do software
Instat, com auxilio do programa GraphPad InStat (3.0 for Windows). Os dados
calculados foram considerados significativos quando p< 0,05.
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5. Resultados

A precipitagdo com sulfato de aménio 45% de saturacdo, na fragdo S,
levou a precipitacdo de varios polipeptidios como indicado em P2. O sulfato de
amodnio 45-80% de saturagcdo causou a precipitacdo de alguns polipeptidios,
sendo que o0s principais apresentaram massa molecular relativa de 245, 98 e
76kDa, como pode ser observado em P3. Estes polipeptidios foram solubilizados

em tampéo de baixa forga idbnica como indicado em S4 (Figura 1).

kDa S1 P2 p3 sq4 KkDa

205 —
116 —

97,4 —
45 —
29 —

Figura 1: SDS-PAGE do fracionamento de larvas de Zabrotes subfasciatus. Foram
aplicados 2uL de S1 e 10uL das demais fragbes em gel gradiente de poliacrilamida de 5
a 22%. S1: sobrenadantes 45000g X 30’ de larvas de Z. subfasciatus, P2: precipitado
45% sulfato de aménio, P3: precipitado 45-80% sulfato de aménio e S4: polipeptidios de
P3 solubilizados em baixa forga idnica. Os valores a esquerda correspondem as massas
moleculares de marcadores. Os valores a direita indicam as massas aproximadas dos
principais polipeptidios presentes na fragao S4.
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A fracdo S4 foi aplicada em coluna de Q-Sepharose. Realizou-se eluicao
com NaCl 0,2M, o que contribuiu na purificacao da ATPase, uma vez que eliminou
alguns polipeptidios (Figura 2).

kDa S4 V12345 6 7 8 910 11 12

29 —

Figura 2: SDS-PAGE do fracionamento de S4 em coluna de Q-Sepharose - eluicao
NaCl 200mM. Foram aplicados 2yl de S1 e 10uL das demais fracdes em gel gradiente de
poliacrilamida de 5 a 22%. S4: fragao ATPase de larvas de Z. subfasciatus, V: Void e 1-
12: Fracdes eluidas da coluna. Os valores a esquerda correspondem aos marcadores de
peso molecular.

Apo6s a eluicao descrita, realizou-se um gradiente de 0,2 a 0,5M de NaCl. A
atividade Ca®*/Mg®*-ATPase foi maior nos tubos 10 e 11, estes foram reunidos
constituindo uma fragdo Unica que foi denominada ATPase Zs -FS4Q (ATPase de
Z. subfasciatus - fracdo S4 apos Q-Sepharose), a qual foi caracterizada (Figura
3A). O principal polipeptidio da ATPase Zs -FS4Q apresentou massa molecular
relativa acima da cadeia pesada de miosina Il com aproximadamente 245kDa
(Figura 3B), semelhante @ massa molecular da miosina VII (250kDa).
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Figura 3A: Atividade Ca*/Mg**-ATPase do fracionamento de S4 em coluna de Q-
Sepharose - eluicao NaCl 200 - 500mM. A respectiva fragao (100 uL) foi adicionada ao
meio de reacao (Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM), contendo
CaCl, 2 mM e MgCl, 2 mM. Iniciou-se a reacdo com a adicdo de ATP 1 mM, seguindo a
incubacao a 37 °C durante 20 minutos e entdo foi parada pela adicdo da solugdo de
dosagem de fosfato inorganico. A figura ilustra os dados de um experimento. Figura 3B:
SDS-PAGE do fracionamento de S4 em coluna de Q-Sepharose - eluicao NaCl 200 -
500mM. S4 - Fracao aplicada na coluna de Q — sepharose. V — Void. F- Fracdo ATPase
(tubos 10 e 11 eluidos da coluna com o gradiente). Foram aplicados no gel: 10uL de S4,
V e da fragdo ATPase. Os valores a esquerda correspondem aos marcadores de massa
molecular. O valor a direita indica a massa aproximada do principal polipeptidio presentes
na fracao S4.

Através da andlise da tabela 1 observou-se que as precipitacbes com
sulfato de amoénio 45 e 80% foram eficientes, pois a primeira precipitou 78,6% dos
polipeptideos de S1 e a segunda 80,6% dos de S2. Considerando que a fragéo
P3 teve aproximadamente duas vezes menos polipeptideos que P2, constatou-se
que este procedimento foi importante na purificagdo. A atividade especifica de
hidrélise de ATP mostrou que a fracdo P3 apresentou atividade Ca®"/Mg?*-
ATPase consideravelmente maior que em P2. A alta atividade de P3 foi
praticamente recuperada em S4.

A cromatografia em coluna de Q-sepharose também foi eficiente na
purificagéo parcial da ATPase, pois a quantidade de proteinas no eluato foi 99,8%
menor que a fracao inicial (S1) e 98,8% menor que na fragao aplicada na colna
(S4). A atividade especifica de hidrolise de ATP mostrou que a ATPase Zs-FS4Q

apresentou atividade Ca?*/Mg?*-ATPase 97% maior que S1 e 91% maior que S4.
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Volume Atividade especifica  Atividade Total

Proteina total

Fracao total (nmols Pi/mg/min) (nmols Pi/min)
S1 6,0 14,4 56 806,4
S2 5,5 9,02 13 117,2
P2 5,5 3,08 49 150,9
S3 50 3,8 6 22,8
P3 5,0 1,75 224 392
sS4 4,5 2,07 166 343,6
Z’;T_;':gj% 3,0 0,024 1915 45,96

Tabela 1: Purificacdo parcial de ATPase de larvas de Zabrotes subfasciatus. A
quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976). Para a atividade
especifica foram adicionados 100 uL das fragées ao meio de reagao (Imidazol 25 mM pH
7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM), contendo CaCl, 2 mM e MgCl, 2 mM. Iniciou-
se a reagdao com a adicdo de ATP 1 mM, seguindo a incubagdo a 37 °C durante 20
minutos e entao foi parada pela adigao da solucdo de dosagem de fosfato inorganico. S1,
S2 e S3: sobrenadantes 45000g X 30’ de larvas de Z. subfasciatus, P2: precipitado 45%
sulfato de amodnio, P3: precipitado 45-80% sulfato de amoénio e S4: polipeptidios de P3
solubilizados em baixa forga idnica.

A fracdo ATPase Zs - FS4Q apresentou atividade K'/EDTA-ATPase
significativa, cerca de 3,5 vezes maior que o controle (KCI 60mM) e 1,5 vezes
maior que sua atividade Ca**/Mg**-ATPase (Figura 4).

4000 -
3500 |
3000 |
2500 |
2000 | T :
1500 | - '
1000 -
500 -

Atividade ATPasica especifica
(nmols Pi/mg/min)

Ca/Mg K-60mM K+600mM

Figura 4. Atividade K*/EDTA-ATPase. A fracdo ATPase (100uL) foi incubada por 20
min. a 37°C em meio de reagéo (Imidazol-HCI 25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM,
KCIl 60mM) contendo CaCl, 2mM e MgCl, 2mM, para a dosagem da atividade Ca®*/Mg®** -
ATPase, EDTA 2mM e KCI 60mM ou 600mM como indicado, para dosagem da atividade
K*/EDTA-ATPase. A reacao foi iniciada com a adicdo de ATP 1 mM e interrompida com
adicao de solucdo de dosagem. Os dados representam a média de trés experimentos
distintos.
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A ATPase Zs - FS4Q apresentou atividade na presenca de todos os
diferentes cations testados (Figura 5). As atividades mais altas foram a Mn®*-
ATPase e a Fe?*-ATPase, seguidas pela Mg®* e Ca**-ATPase, sendo que apenas
a atividade Mn?*-ATPase foi significativamente maior que Ca?*/Mg®*-ATPase. Nao
houve diferencas consideraveis quando Ca?* e Mg** foram testados isolados ou
associados. A atividade Cu?*-ATPase foi menor que todas as demais.
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Figura 5. Atividade ATPase especifica em presenca de diferentes cations. A
fracdo (100uL) foi incubada por 20 min. a 37°C em meio de reacao (Imidazol-HCI
25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60mM) contendo os cations indicados
na concentracao final de 2mM. A reacéo foi iniciada com a adicao de ATP 1 mM e
interrompida com adicao de solugao de dosagem. Os dados representam a média
de trés experimentos distintos. *Difere significativamente da atividade Ca*’Mg?®*-
ATPase (p<0,05).

A atividade Ca?*/Mg?*-GTPase correspondeu a cerca de 84% da atividade
Ca?*/Mg?*-ATPase. Enquanto que o PPi e o ADP praticamente ndo foram
hidrolisados (Figura 6).
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Figura 6. Especificidade de substrato da fragao ATPase. Foram adicionados 100uL da
fragdo ao meio de reacéo | (Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e KCI 60
mM) contendo 2 mM de calcio e 2mM de magnésio. A reagao foi iniciada com a adicao do
respectivo substrato a 1mM, seguindo a incubagao a 37°C durante 20 minutos, e entéao
foi interrompida com a adicdo da solucdo de dosagem de fosfato inorganico. Os dados
representam a média de trés experimentos distintos.

O efeito de inibidores de ATPase de membranas foi testado sobre a
atividade Ca®/Mg**-ATPase para verificar se a atividade poderia ser devido a
alguma ATPase de membranas. Na fragdo ATPase Zs - FS4Q nenhum inibidor
teve efeito sobre a atividade Ca®*/Mg®*-ATPase (Figura 7).
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Figura 7. Efeito de inibidores na atividade Ca*/Mg*-ATPase. Foram adicionados
100uL da fracdo ao meio de reagéo | (Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA1 mM e
KCI 60 mM) contendo 2 mM de calcio e 2 mM de magnésio, e onde indicado, ouabaina
1,7mM, tapsgargina 140uM e azida 1 e 10mM. A reacéo foi iniciada com a adicao de ATP
1 mM e interrompida com adicdo de solucdo de dosagem. Os dados representam a
média de trés experimentos distintos.
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Os extratos aquosos de Eucalyptus citriodora (Eucalipto), Chenopodium
ambrosioides (Erva de Santa Maria) e Rosmarinus officinalis (Alecrim) inibiram a
atividade Ca®/Mg?*-ATPase, sendo que Eucalyptus citriodora inibiu
completamente essa atividade. Os extratos de Ruta graveolens (Arruda) e Piper
nigrum (Pimenta do reino), na concentra¢do utilizada, néo inibiram a atividade da
ATPase Zs - FS4Q (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de plantas com potencial inseticida na atividade Ca**/Mg?**-ATPase.
Foram adicionados 100uL de proteinas da fracdo ao meio de reagao | (Imidazol 25 mM
pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e KCI 60 mM), contendo 2 mM de célcio € 2 mM de
magnésio e, onde indicado, 125 pL extratos aquosos/0,1g de larvas. A reagao foi iniciada
com a adi¢cao de ATP 1 mM, seguindo a incubagdo a 37 °C durante 20 minutos e entdo foi
interrompida com a adicao da solucao de dosagem de fosfato inorganico. Os dados
representam a média de trés experimentos distintos. *Difere significativamente do
controle (p<0,05).
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6. Discussao

O presente estudo buscou a purificagéo e caracterizagdo de uma ATPase a
partir da fracao soluvel de larvas de Z. subfasciatus e testar a acao de plantas
com propriedades inseticidas na modulagdo da atividade dessa enzima. Pois,
existem inseticidas naturais que provocam inibicdes de ATPases (Ping et. al.,
2004).

O principal polipeptidio encontrado na fracdo ATPase Zs - FS4Q,
apresentou massa molecular relativa de aproximadamente 245kDa, semelhante a
massa molecular das miosinas VII, 250kDa.

Em diversos organismos as miosinas VIl participam da fagocitose (Krendel
& Mooseker, 2005), sdo expressas na coclea, fotoreceptor e células epiteliais da
retina, testiculos e rim (Hasson et. al., 1996). Os membros desta classe foram
identificados em Dictyostelium discoideum (Titus, 1999) e, posteriormente, em um
conjunto diverso de organismos, incluindo insetos, peixes, sapos e humanos
(Thompson & Langford, 2002).

As miosinas possuem a caracteristica exclusiva de apresentarem uma
atividade ATPase alta na auséncia de cations bivalentes e presenca de alta forca
ibnica, atividade K'/EDTA-ATPase (Pollard & Korn, 1973, Pollard, 1982). Os
achados do presente estudo evidenciaram essa alta atividade na ATPase Zs -
FS4Q, o que também indica a presenca de miosinas.

Uma Ca®*-ATPase purificada parcialmente a partir de larvas de
Pachymerus nucleorum, coledptero da mesma familia de Z. subfasciatus, nao
apresentou atividade na presenca de outros cations, como magnésio, cobre,
cobalto e zinco (Cruz, 2006). Diferente desta Ca®**-ATPase, a ATPase Zs - FS4Q
apresentou atividade na presenca de todos os cations testados, mas corrobora
com Cruz (2006) em relagéo a alta atividade na presenca de Manganés.

As ATP difosfohidrolases (ATPDases, ecto-ATPDases ou apirases)
hidrolisam tanto ATP quanto ADP (Kaczmarek et. al., 1996). Sendo assim, ha
indicios de que a atividade da fracdo ATPase Zs - FS4Q nao seja devido a
presenca de ATPDases, pois ndo houve atividade hidrolitica consideravel de

nucleotidios difosfato (ADP) ou de pirofosfato (PPi).
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A atividade GTPase da fracdo ATPase Zs - FS4Q pode ter sido devido a
alguma GTPase especifica como a dinamina, envolvida nos processos de
endocitose. Ela foi primeiramente identificada em preparacées de dineina e
cinesina de cérebro (Shpetner & Valle, 1989), ou a prépria ATPase do presente
estudo, que, também, pode usar o GTP como substrato.

A ATPase mitocondrial, F1-ATPase, é inibida por azida 1mM (Murataliev et.
al.,, 1991). Diferentemente disto, a presente fragdo ATPase Zs - FS4Q nao tem
sua atividade alterada por azida, tanto em presenca de 1 ou 10mM.

A tapsigargina 170nM inibe Ca®**-ATPases do reticulo endoplasmatico e
sarcoplasmatico (Lytton et. al., 1991). A sua acao causa perda de transporte de
célcio e de atividade ATPase dependente de célcio (Thastrup et. al., 1990), além
de impedir a formagédo do complexo enzima-ATP no estado de baixa afinidade por
célcio (Sagara et. al., 1992). As respostas inibitérias sao extremamente rapidas
mesmo em baixas concentragdes do inibidor, além de ndo serem revertidas com
aumento da concentragéo de ATP (Lytton et. al., 1991). A tapsigargina 140uM nao
inibiu a atividade Ca?*/Mg?*-ATPase de larvas de Z. subfasciatus, o que difere dos
resultados encontrados por Duarte (2007) em que Tapsigargina 140uM inibiu
sensivelmente a atividade Ca®*-ATPase de larvas de P. nucleorum.

O glicosideo ouabaina é usado freqiientemente em pesquisas biomédicas
como inibidor especifico da Na'/K*-ATPase da membrana plasmatica, proteina
gue cataliza o transporte ativo acoplado de Na* e K" estabelecendo um gradiente
eletroquimico através da membrana plasmatica. Sendo assim, ndo € possivel
afirmar a presenca de Na'/K*-ATPase na fragcdo ATPase Zs - FS4Q estudada,
uma vez que a atividade Ca?*/Mg?*-ATPase nio foi inibida por ouabaina 1,7mM.

Segundo Mazzonetto & Vendramim (2003), os inseticidas e repelentes
naturais utilizados na forma de pds e extratos aquosos, por serem de facil
obtencdo e aplicacdo, constituem a melhor opgdo para o agricultor de baixa
renda, que normalmente ndo dispde de recursos econdmicos € técnicos para
aquisicao e aplicagao dos produtos sintéticos.

Estudos desenvolvidos por Ping et. al. (2004), demonstraram que o extrato
de Stellera chamaejasme (planta tipica da China), inibiu a atividade Ca*/Mg?*-
ATPase de gafanhotos. Neste estudo, extrato aquoso de Eucalipto, Erva-de-
Santa-Maria e Alecrim inibiram a atividade Ca®*/Mg**-ATPase de Z. subfasciatus.
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As espécies vegetais utilizadas foram selecionadas baseadas em estudos
anteriores sobre suas propriedades inseticidas. Silva Juanior (1997), Kyamanywa
et. al. (1999), Lorenzi & Abreu-Matos (2000), Tapondjoua et. al. (2002),
Mazzonetto & Vendramim (2003) e Silva et. al. (2003) mostraram o efeito toxico
da erva-de-santa-maria em relagdo aos coleopteros.

O eucalipto também apresentou 0 mesmo efeito sobre Acanthocelides
obtectus, Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchinae) (Mazzonetto &
Vendramim, 2003; Brito et. al., 2006; Batish et. al., 2008; Pereira et. al., 2008) e
Sitophilus zeamais (Coledptera) (Sandi & Blanco, 2007; Nerio et. al., 2009).

O alecrim atua no controle de muitas espécies de inseto (Papachristos &
Stamopoulos, 2002; Koschier & Sedy, 2003; Prajapati et al., 2005). Ele é utilizado,
por exemplo, como inseticida botanico no controle de Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchinae) (Guerra et. al., 2009). No presente estudo, essas plantas
foram eficientes na reducdo da atividade Ca®‘/Mg®*-ATPase de larvas de Z.
subfasciatus.

Segundo Balmé (2000), a arruda repele parasitos e ratos, uma vez que o
cheiro desta erva € muito forte, mas esta ndo demonstrou reduzir a atividade da
ATPase Zs - FS4Q.

Investigacbes sobre a utilizagdo de extratos da pimenta-do-reino na
protecdo de graos contra traca-dos-cereais (Sitotroga cerealela) (Boff & Almeida,
1995), larvas de Culex (Culex quinquefasciatus), (Chahad & Boff, 1994) e
carunchos (Colebdptera-Bruchidae) (Almeida et. al., 2004), obtiveram resultados
promissores. Entretanto, ndo foi observado a redugédo da atividade ATPase de
larvas de Z. subfasciatus por esta planta.

Este estudo sugere a possibilidade da fragdo ATPase Zs - FS4Q ser alvo
de inseticida natural, uma vez que, alguns extratos aquosos de espécies com
potencial inseticida inibiram a atividade Ca®*/Mg?*-ATPase.

Considerando que a fracdo ATPase de larvas de Z subfasciatus
apresentou alta atividade K'/EDTA, caracteristica exclusiva de miosinas, e um
polipeptidio com massa molecular relativa semelhante a miosina VIl e que a
caracterizagao excluiu a possibilidade da presenca de varias outras ATPases, ha

um forte indicio da presenca de miosina na fracao ATPase Zs - FS4Q.
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Como as ATPases podem agir como ferramentas de controle biolégico, o
presente trabalho e os demais citados corroboram quanto ao uso de inseticidas
naturais como recursos alternativos no controle de pragas agricolas. Além disso,
os resultados contribuem para investigacdes futuras, como por exemplo, a
completa elucidagéo do efeito inseticida das espécies vegetais testadas sobre as
ATPases.
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7- Conclusao

Neste trabalho foi purificada e caracterizada parcialmente uma ATPase de
larvas de Zabrotes subfasciatus com propriedades similares a membros da familia
de miosinas. Também foi mostrado que extratos aquosos de folhas de eucalipto,
erva-de-santa-maria e alecrim inibiram a atividade ATPase dessa fragdo, sendo

que o Eucalipto inibiu por completo essa atividade.
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