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RESUMO

CARACTERIZACAO DE ATPASE DE GAVINHA DE PASSIFLORA SP

Gavinhas sfio estruturas altamente dindmicas, cujo movimento de espiralamento ¢
dependente de ATP, o que sugere o envolvimento de ATPases neste processo. Neste
trabalho nosso objetivo foi isolar ATPase de gavinha de Passiflora sp. As gavinhas de
Passiflora sp foram homogeneizadas em tampdo Imidazol 50mM pH 8.5 contendo
inibidores de proteases (EDTA ¢ PMSF) e centrifugado a 40.000g por 40 minutos. Apos
acertar o pH da fracdo sobrenadante para 4.5, este foi tratado com sulfato de amoénia e a
fragfio sobrenadante 40% de sulfato de amonia foi dialisada e submetida a caracterizagio
enzimatica. Esta fragfo apresentou tanto atividade Ca — ATPasica como Mg — ATPasica,
sendo a primeira 60% maior que a segunda, porém na presenca de Ca ¢ Mg as atividades
ndo foram somadas, sugerindo nfo ser ATPases distintas. A atividade Mg — ATPasica foi
inibida cerca de 30% na presenga de alta forga i6nica ( NaCl 0,3M e KCl 0,3M). O fluoreto
de aluminio nfio inibiu a atividade Mg — ATPasica da fragdo soluvel, porém o ion fluoreto
inibiu cerca de 33% da atividade Mg — ATPasica. A atividade Mg — ATPasica apresentou
reducio crescente em presenga de vanadato em concentragdes de 50, 200 ¢ 1000uM, com
respectivamente 32, 61 € 78% de redugdo. A azida 1mM e triton X 100 praticamente ndo
alteraram atividade sugerindo, respectivamente que F1 ATPase e dineina néo estéo presentes
nesta preparagdo. A auséncia de atividade K/EDTA —~ ATPase sugere que miosina, também
nfio estd presente em nossa preparagdo. A dialise da fragio ATPase causa uma sensivel
redugiio na sua atividade Mg — ATPasica, essa atividade foi restaurada quando a fragio
solavel dialisada foi incubada com a fragdo soluvel fervida.

A nossa fragiio ATPase foi centrifugada e aplicada em coluna de Q — Sepharose. A
coluna foi lavada com NaCl 0,2M e subseqiientemente, a atividade ATPasica foi eluida com
NaCl 0,5M . O principal polipetideo observado nesta frago , através de SDS — PAGE
apresenta mobilidade relativa de aproximadamente 29 KDa. A atividade Mg —ATPésica
dessa fragiio ¢ estimulada pela fragfo soluvel fervida.

Assim obtemos, neste trabalho, uma ATPase de fragdo solivel de gavinha de
Passiflora sp que € estimulada por um fator termoestavel endogeno.



1 -INTRODUCAO

1.1 CITOESQUELETO

O citoesqueleto ¢ uma estrutura dindmica, altamente organizada, formada por
filamentos protéicos que confere as células eucariticas uma extensa variabilidade de
morfologias e capacidade de executar movimentos direcionados e coordenados, como a
contragio muscular, o transporte de organelas citoplasmaticas e a segregac¢do cromossdmica
na divisdo celular. O citoesqueleto € constituido por trés tipos de filamentos protéicos:

microtabulos, filamentos de actina e filamentos intermedidrios.

Os microtibulos sfio estruturas polares, formados por mondomeros de tubulina, que ¢
uma proteina heterodimérica constituida por duas subunidades, o ¢ B. Os microtibulos
possuem duas extremidades, sendo: a extremidade menos (-) ligada ao centro organizador de
microtabulos (o centrossomo) e a extremidade mais (+) em diregdo a borda da célula. Os
microtiibulos participam de varios processos celulares, tais como: transporte intracelular de
organelas, crescimento e divisdo celular e também manutengfio da forma celular. Os
microtiibulos, em conjunto com suas proteinas associadas, estdo envolvidos ativamente em
véarios aspectos da mitose (Vallee & Sheetz, 1996) mostrado pela despolimerizagio de

microtiibulos que bloqueia a segregagdo de cromossomos.

Os filamentos de actina ou microfilamentos sdo formados por actina, uma proteina
globular monomérica. A cadeia polipeptidica da actina € constituida por aproximadamente
375 residuos de aminodcidos e sua seqiiéncia e propriedades quimicas sfio bastante
conservadas (revisio em Kabsch & Vanderkerckhove,1992). Estes microfilamentos
compdem redes bidimensionais ou feixes lineares que, semelhante aos microtiibulos, confere
estrutura de sustentagiio (suporte mecanico) as células. Os microfilamentos participam na
geragio de tensdo, como na contragio do musculo € no dobramento, na extensiio da

membrana plasmatica, no transporte de vesiculas e organelas.



13

Filamentos intermedidrios sdo estruturas fibrilares em forma de corddo constituidos por
um grupo de proteinas heterogéneas, sfio mais diversos que os microfilamentos. Existem
cinco classes de filamentos intermediarios, que sdo morfologicamente similares, pois suas
subunidades contém um nticleo central conservado. Eles foram descritos conforme sua
origem celular: a - filamentos de vimentina em células de origem mesenquimal ou em
meningiomas; b - desmina, predominantemente encontrada em células miogénicas (miocitos
cardiacos); ¢ - proteinas fibrilares gliais em células astrogliais; d -neurofilamentos
encontrados em células neuronais; € - citoqueratinas ou tonofilamentos que surgem em

células epiteliais, desmossomos (para revisdo Carraway & Carraway, 1989).

1.2 MOTORES MOLECULARES

Os motores moleculares sdo responsaveis pelo movimento das células através de um
substrato, pela emissdo de projegdes de membrana e, também, pelo transporte intracelular, A
caracteristica comum dos motores moleculares é que sdo proteinas que hidrolisam a
molécula de ATP e usam parte da energia quimica liberada, para realizar trabalho mecénico.
Estas proteinas constituem um componente gerador de forga para a célula e também sio de
fundamental importincia em diversos processos cclulares, como a fagocitose, o transporte
de vesfculas e organelas, a migragdo de cromossomos durante a divisdo celular e a

citocinese ( para revisio em Endow & Titus, 1992 e Clark & Spudich, 1977).

Os motores moleculares estdo reunidos dentro de trés familias de proteinas: miosinas,
cinesinas e dineinas. Motores moleculares da familia das miosinas ligam-se aos filamentos
de actina, enquanto cinesinas e dinefnas ligam-se aos microtibulos, usando a energia

proveniente da hidrélise do ATP para se deslocarem ao longo destes filamentos (revisiio em

Cheney & Mooseker, 1992; Walter & Sheetz, 1993).

L2.1 MIOSINAS
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As miosinas sdo enzimas motoras que utilizam filamentos de actina como trilhos
para se translocar. Caracterizam-sc pela habilidade de interagirem fortemente com a F-actina
na auséneia de ATP e possuirem atividade adenosina trisfosfatase estimulada por esta, sob
condigdes fisiologicas (Korn e Hammer, 1988; Cheney et al., 1993). As miosinas estio
presentes tanto em células musculares como também néo musculares. S8o mecanoenzimas
que utilizam a energia oriunda da hidrolise da molécula de ATP e os filamentos de actina
para promover a movimentagio celular (Hasson & Mooseker, 1995). Possuem
estruturalmente trés dominios, presentes em sua cadeia pesada: a - cabega ou motor ~ ¢ um
dominio N-terminal bastante conservado o qual define sua classificagdo ¢ que pode ligar-se
a actina, hidrolisar o ATP e translocar ao longo de filamentos de actina; b- dominio pescogo
— regulatorio no qual se ligam as cadeias leves ou proteinas regulatdrias; ¢ — dominio cauda
~ € a regiio menos conservada entre as diversas classes de miosinas (Cheney &

Goodson,1993; Cheney & Mooseker,1992; revisdo em Mooseker & Cheney,1995).

As miosinas foram inicialmente classificadas em dois grupos, a - convencionais e b-
nio convencionais. A primeira proteina motora descoberta na familia das miosinas € a
miosina II (convencional ou cldssica de musculo). Ela € assim denominada por possuir duas
cadeias polipeptidicas pesadas com aproximadamente 200KDa cada uma. Essas duas
cadeias pesadas estdo unidas através de seus dominios caudas enrolados um ao outro,
originando uma o-hélice dupla filamentosa (Warrick & Spudich,1987). A cauda tem
capacidade de interagir com as caudas de outras moléculas de miosinas para formar
filamentos bipolares (Warrick & Spudich, 1987; Hammer III, 1991). Os dominios cabega

exibe atividade Mg-ATPasica, estimulada por filamentos de actina (Warrich & Spudich,
1987; Hammer,1991).

A primeira miosina nfio convencional descoberta, a miosina I, que possui uma finica
cadeia pesada e portanto um tnico dominio motor. Foi isolada de Acanthamoeba catellanii
(Pollard & Kom, 1973). A Miosina I ¢ constituida por uma Unica cadeia polipeptidica
pesada de aproximadamente 130 KDa e 1 a 6 cadeias leves que pode ser a calmodulina em
vertebrados (Hasson & Mooscker, 1995). A cadeia pesada possui uma cauda menor que as

de miosina ]I e sdo incapazes de formar filamentos bipolares (Pollard et al., 1991). A
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comparagio entre as seqiéncias de miosinas I indicam que ha pelo menos 4 subclasses

destas proteinas (Morgan. N.S., et al. 1994).

Um grande numero de novas miosinas foram descobertas, tornando insuficiente a
classificagfio em apenas dois grupos. Assim ¢ feita uma nova classificaclio baseada na
analise filogenética das miosinas, realizada mediante a comparagio da estrutura primaria do
dominio motor das miosinas, por ser o mais conservado entre elas (Cheney et al., 1993 b;
Goodson & Spudich,1993; Mooscker & Chency,1995). Nesta nova classificagiio, as
miosinas convencionais constituem a classe II que correspondem as miosinas classicas de
tecidos musculares e analogas. As miosinas da classe I correspondem as miosinas similares
aquelas da Acanthamoeba castellani (Pollard & Korn, 1973) e constituem a classe 1. As
demais classcs de miosinas foram denominadas de classes: III, IV, V, etc., conforme a
ordem cronologicas de suas descobertas (Cheney et al., 1993 b). Atualmente existem 17

classes de miosinas descritas (Hodge & Cope, 2000).

De maneira geral, as miosinas apresentam as seguintes caracteristicas enzimaticas: a) -
alta atividade ATPasica na auséncia de cétions bivalentes ¢ alta concentragfo de K
(K/EDTA-ATPase); b) — baixa atividade ATP4sica em presenga de Mg?" (Pollard, 1982);
c) — atividade A'TPdsica na presenga de ions cdlcio ( Ca-ATPésica) maior que a atividade
Mg-ATPéasica; d ) — Atividade Mg-ATPasica estimulada por actina sob condigdes
fisiolégicas (Pollard, 1992).

1.2.2 DINEINAS

Dineinas sio proteinas motoras que se deslocam ao longo dos microtibulos em
dirego a extremidade menos, ou seja, em diregfio a0 centrossomo (revisio em Lane et al.,
1992 e Reis et al., 1994), Elas estdo envolvidas com o transporte de organelas e a divisio
celular.

As dineinas possuem duas classes funcional e estrutural: a - dineina axonemal,

responsavel pelo batimento de cilios e flagelos; b - a dineina citoplasmatica (Vallee &
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Sheetz, 1996). Estudos de microscopia eletrénica mostraram que dineina citoplasmatica
possni estrutura similar a dineina axonemal ( Vallee et al., 1989), mas diferem quanto a
especificidade de nucleotideos usados como substrato, Enquanto dineina axonemal usa
preferencialmente a molécula de ATP (Shpetner et al.,, 1988) como substrato, a dineina
citoplasmatica, CTP, GTP, UTP, ITP ¢ TTP melhor que o ATP (Shpetner et al.,1988;
Collins & Vallee, 1989). Apesar de possuir a capacidade de hidrolisar os nucleotideos
trifosfatados citados anteriormente, somente a hidrolise da molécula de ATP ¢ estimulada
pelos microtiibulos e produz a forga motriz para realizagfio do movimento ao longo destes

microtibulos (Ley et al., 1987; Paschal et al., 1987).

A primeira dineina citoplasmatica identificada ¢ extraida de cérebro de bezerro
(Paschal et al.,, 1987b). Ela promove deslizamento ao longo dos microtibulos ¢ tem sua
atividade A'lPésica estimulada por estes microtibulos. As dineinas de cérebro tém
habilidade de produzirem forga em direclio a extremidade () de microtibulos, de onde
originou sua fungiio no transporte axonal retrogrado (Vallee, 1991). Ela possui peso
molccular de aproximadamente 2000 KDa sendo formada por multisubunidades constituidas
por duas cadeias pesadas de aproximadamente 530KDa, trés cadeias intermedidrias de 74

KDa e quatro cadeias leves intermedidrias de aproximadamente 55KDa (Paschoal et al,,

1987; Schroer et al., 1989.

Em adigio as suas cadeias intermediarias e intermediarias leves, dineina
citoplasmatica esta associada a proteina dinactina, formando multiplos complexos (revisdo
Gill et al., 1991). Estes complexos discriminam entre diferentes cargas e fungdes celulares,
como a segregagdo cromossdmica, formagio do fuso, migragio nuclear, posicionamento do
complexo de Golgi, endocitose e transporte retrogrado de membranas em dire¢do 4

extremidade menos (revisdio em Hirokawa et al., 1998; Vallee & Sheetz, 1996 ¢ Ogawa &
Mohri, 1996).

As dineinas estdo amplamente distribuidas em diversos tecidos e organismos, estéio
presentes em cérebro de vertebrados, culturas epiteliais, fibroblastos, em nematddeos

(Vallee, 1991), Dictyostelium discoideum (Koonce et al., 1992) ¢ Saccharomyces cerevisiae

(Eshel et al., 1993).
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A dineina citoplasmatica de cérebro de rato apresenta atividade Mg-ATPasica
estimulada por microtubulo em concentragdes fisiologicas (Paschal et al., 1987; Vallee et
al., 1989). A atividade enzimatica desta dineina ¢ dependente de cations bivalentes (calcio
ou magnésio) sendo maior na presenca de magnésio do que de cilcio (Pratt et al., 1984;

Shepetner et al., 1988).

1.2.3 CINESINAS

Sdo proteinas motoras associadas aos microtibulos envolvidas na diviséo celular, no
transporte de organclas ¢ vesiculas. O transporte ao longo destes microtiibulos, sio
processos dependentes da energia quimica liberada da hidrolise do ATP. O nome cinesina é
proposto a partir da purificagio de uma proteina translocadora (motora) em ensaios com
axoplasma e lobulo dptico de lula, in vitro (Vale et al., 1985). A proteina apresentava alta
afinidade em formar complexos com microtiibulos na presenga de AMP-PNP (Adenilil
Imidodifosfato), um andlogo do ATP. Apresentava ainda, peso molecular de
aproximadamente 600KDa e polipeptideos de 110- 120 e 60 - 70 KDa. O comportamento
enzimatico ¢ o peso molecular foram diferentes aos dos demais motores moleculares,
miosina ¢ dineina, o quc sugeriu ser uma nova classe de moléculas geradoras de forga
motriz, denominando-a cinesina ( Vale et al.; 1985c). Essa cinesina se move ao longo do
microtiibulo em diregdo a extremidade (+).

Uma cinesina similar a cinesina de loébulo dptico de lula foi identificada em
cérebro bovino por Brady em 1985, e posteriormente, foi isolada de uma grande variedade
de organismos e tecidos, entre outros, ovos de ourigo do mar (Scholey et al., 1985), embrifio
de Drosophila (Cole et al., 1994), figado de rato (Hirokawa, 1996), Acanthamoeba (Vallee
& Shpetner, 1990), Dictyostelium (Mc Caffrey & Vale, 1989).

Atualmente sabe-se que a cinesina € constituida por duas cadeias pesadas

e varias cadeias leves. Cada cadeia pesada possui uma cabega globular, conservada, que liga

ao ATP ¢ uma cauda constituida de dominios enfileirados em forma de bastdo. As duas
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cabegas, apresentam atividade ATPasica e se ligam a componentes celulares especificos,

definindo assim, a carga transportada pela proteina.

Os membros da superfamilia das cinesinas sdo conhecidos por KIFs e apresentam
uma vasta arvore filogenética. A primeira cinesina ¢ seqiienciada por Yang et al., 1989 ¢
sendo que este sequenciamento, serviu como base para descoberta de outras proteinas
similares, através de analise genética molecular de mutantes em varios organismos.
Membros dessa familia de motores moleculares estdo associadas ao reticulo endoplasmatico,

complexo de golgi, mitocondrias, endossomos e lisossomos (Bloom & Endow, 1995),

Atualmente as cinesinas sdo identificadas de acordo com a posigdo de seu dominio
motor em: a) NH, — terminal; b) meio (médio) ¢ ¢) COOH-terminal. Cada uma delas
realizam movimentos ao longo dos microtiabulos em diregdo a extremidade distinta. As tipo
amino-terminal em diregiio a extremidade (+), as tipos médio-terminal ¢ carboxi-terminal

em dire¢dio a extremidade (-).

As cinesinas podem atuar em diferentes estdgios da divisdo celular de forma
cooperativa ou antagonicamente ao movimento subcelular como na formagio das fibras do
fuso € na separagdo e segregagdo do centrossomo ( revisio em Moore & Endow, 1996).

Algumas cinesinas atuam também na polimerizagdo e despolimeriza¢do de microtibulos.

A atividade ATPasica das cinesinas pode ser regulada de varias maneiras,
dependendo da heterogeneidade de suas cadeias leves. As cinesinas dependem de cdtions
bivalentes (Mg2+ e Ca2+) para sua atividade ATPasica (Kuznetsov & Gelfand, 1986; Cohn et
al 1987; revisdo: Vallee & Shpetner, 1990). Apresentam baixa atividade Mg-ATPasica
(Vallee & Sheetz, 1996), porém pode ter esta atividade aumentada pela presenca de
microtibulo (Kuznetsov & Gelfand, 1986; Mc Caffrey & Vale, 1989). Na auséncia de
microtibulos, as cinesinas possuim atividade Ca-ATPésica maior que a atividade Mg-

ATPasica (Kuznetsov & Gelfand, 1986).
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1.3 MOTORES MOLECULARES DE PLANTAS

Membros pertencentes as trés familias de motores moleculares ja foram
identificadas em plantas, principalmente em tubo polinico (Pierson & Cresti, 1992; Pierson,
1988; Heslop-Harrison et al., 1988 e Lancelle et al., 1987).

O tubo polinico ¢ uma estrutura de condugfio, agindo como canais bioldgicos por
onde ¢ conduzido o material genético masculino (células espermaticas) até o gametofito
feminino. Ele possui constituintes do citoesqueleto, os filamentos de actina (Taylor, 1989 ¢
Pierson, 1988) citados anteriormente e os microtibulos (Heslop — Harrison et al., 1988).
Segundo Pierson e Cresti, 1992, microtubulos de células vegetativas poderiam exercer uma
fungfio no movimento intracelular de organelas durante a elongagio do tubo polinico.

Miosina ¢ filamentos de actina contribuem para a organizagio do sistema de
transdugdio de energia que parece ter um papel ativo no processo de transporte durante a
germinagdo € crescimento do tubo polinico (revisio ver Pierson & Cresti, 1992). Os
filamentos de actina sdo distribuidos em todo o citoplasma do tubo polinico de
Angiospermas, enquanto moléculas de miosinas estdo localizadas principalmente proximo
da superficie das células deste mesmo tubo.

O tubo polinico exibi uma movimentagfo bidirecional de organelas e de eventos de
transporte citoplasmatico, que contribuem para estabelecer a organizagdo citoplasmatica e
para promover o crescimento do tubo ( Pierson & Cresti, 1992).

Microtubulos em tubo polinico de Nicotiana tabacum, sio distribuidos tanto em
citoplasma de células generativas quanto em vegetativas (Pierson & Cresti, 1992; Del
Casino et al., 1993). A despolimerizagdo dos microtibulos parece participar no transporte do
material genético masculino, regulando a engrenagem de entrada de células somaticas
dentro do tubo polinico (Astrom et al., 1995).

Em tubo polinico de Nicotiana tabacum ¢ identificado dois polipeptideos
relacionados 2 cadeia pesada de dineina (DHC), porém com coeficientes de sedimentagio
diferentes (Moscatelli et al., 1995). Um apresenta coeficiente de sedimentagio de 22S e o
outro de 128. Isto sugere que estes polipeptideos, DHC de tubo polinico, podem apresentar
um papel na translocagio de organelas dependentes de microtiibulos. Ambos polipeptideos

foram identificados e caracterizados bioquimicamente como proteinas que interagem com
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microtibulos em uma maneira dependente de ATP. No momento nada € conhecido sobre a
localizacio destes DHC na célula do tubo (Moscatelli et al., 1995).

Gavinha ¢ uma outra estrutura muito dindmica em plantas. As gavinhas sdo ramos
modificados que formam-se na 4xila das folhas € servem como elemento de fixagio de
espécies de trepadeiras a um substrato (Ferreira, AB.H, 1999). O movimento de
espiralamento das gavinhas de ervilhas € um processo dependente de ATP ( Jaffe ¢ Galston,
1966).

Estas estruturas possuem elementos do citoesqueleto e, também, motores
moleculares. O pouco que se sabe a respeito dessas proteinas € obtido de estudos com
ervilhas. Segundo Yong e Lung, 1989, actina de gavinha de Pisum sativum L. (ervilha)
possui 43 KDa e ¢ semelhante a actina de miisculo esquéletico de coelho. O peso
molecular de miosina nativa de gavinha de Pisum sativum L. é de aproximadamente 440
KDa e possui duas cadeias pesadas de peso molecular aproximado de 165 KDa e dois pares
de cadeias leves de 17 KDa e 15 KDa (Yong & Lung, 1989). Em alta for¢a idnica a
atividade ATPase dessa miosina ¢ ativada por EDTA e Ca*" ¢ inibida por Mg®. Em baixa

forga i0nica sua atividade Mg*"-ATPase ¢ ativada por F-actina de miisculo esquelético de

coelho (Yong & Lung, 1989).
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1.4 MARACUJA

1.4.1 Aspectos Gerais

Os maracujas pertencem a familia Passifloraceae. Esta familia apresenta cerca de
650 espécies ¢ ¢ largamente distribuida nos tropicos e regides temperadas quentes,
principalmente regides da America e Africa (Cronquist, 1981). Na América ocorrem 5
géneros e quase 400 espécies (Escobar, 1988). Os géneros mais conhecidos sfo: Dilkea,com
5 espécies, Mitostemma  com 2 espécies, o genéro Passiflora apresentando
aproximadamente 115 espécies, e Tefrastylis (monotipico) ocorrem no Brasil com o niimero

aproximado de 125 espécies (* Dr.Luis C. Bernacci, comunicagdo pessoal).

1.4.2 Caracteristicas da familia Passifloraceae

Trepadeiras herbaceas ou lenhosas, com gavinhas axilares, ou subarbustos a arvores
pequenas, homoicas ou didicas ou andromondicas. Folhas com ou sem ocelos, alternas,
simples (lobadas, palmatipartidas ou inteiras) ou compostas; peciolo com ou sem nectérios;
estipulas presentes, geralmente deciduas, ou ausentes. Inflorescéncias axilares, cimosas ou
racemosas, ou reduzidas a 1-2 flores por no. Flores periginas, raro hipdginas, actinomorfas;
sépalas carnosas, membrandceas a cartaceas, (3-)5(-8), imbricadas, livres a unidas na base;
pétalas membrandceas, (3-)5(-8), imbricadas, livres a unidas na base, ou ausentes; hipanto
aplanado até tubular; corona extraestaminal com 1-muitas séries de filamentos, membranas
ou escamas; opérculo ¢ limen presentes ou ausentes; estames (4-)5(-10), alternos as pétalas,
filetes livres ou unidos parcialmente em tubo, inseridos no androginéforo ou no hipanto,
anteras bitecas, rimosas, dorsifixas; ovério (2-)3(-5)-carpelar, 1-locular; dvulos ca. 10 a até
mais de 100, parietais; estiletes tantos quantos os carpelos, livres ou unidos na base, ou
Ginico. Fruto baga ou capsula, 3-4-valvar; sementes comprimidas, ariladas, testa Ossea,

embrifio grande, endosperma nuclear, oleaginoso (Bernacel & Vita, 1999).
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1.4.3 Caracteristicas do género Passiflora

Plantas homoicas ou excepcionalmente andromonoicas; ramos (sub)cilindricos,
raramente angulados ou achatados. Ldmina foliar de margem inteira, subinteira, denticulada,
serreada ou crenada, as vezes glandular; estipulas membrandceas ou subcoriaceas, ds vezes
cedo-deciduas. Pedicelo articulado préximo a base do hipanto ou excepcionalmente nfo
articulado; bracteas 3, dispersas abaixo da articulago ou verticiladas, 4 altura dela, as vezes,
cedo-deciduas; sépalas 5, péfalas 5 ou ausentes; opérculo raramente ausente; limen
membranaceo e bem desenvolvido ou carnoso e pouco desenvolvido a ausente; estames 5(-
8); ovario 3(-5)-carpelar; estiletes tantos quantos os carpelos, livres ou unidos na base. Fruto

baga ou cdpsula carnosa 3-valvar.

1.4.4 Caracteristicas da familia Passifloraceae e do género Passiflora.

As plantas da familia Passifloraceae ¢ do género Passiflora normalmente apresentam
gavinhas, que representam nosso objeto de estudo. As gavinhas sdio o orgdo de fixaglo das
plantas sarmentosas ou trepadeiras, com o qual elas se prendem a outras ou a um suporte
(estacas). Estas gavinhas estdo sempre presentes, exceto quando as plantas sdo  subarbustos
ou arvores, em vez de trepadeiras. Espécies arboreas, lembrando um mamoeiro, ndo ocorrem
no Brasil, apenas nos Andes. Um exemplo de planta arbustiva, portanto também sem
gavinha, ¢ Passiflora clatratha Mast., conhecida como maracujé-rasteiro, que ocorre nos

cerrados dos estados de Minas Gerais, Mato Grosso ¢ Goias ( * Dr. Luis C. Bernacci,

comunicagio pessoal).
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1.4.5 Espécie Estudada

As gavinhas ( Figura — 1) utilizadas para este estudo € de Passiflora quadrangularis
L, espécie que possui peciolos 4-6 glandulares: estipulas maiores que lem. Folhas de 10-
20cm de comprimento por 8-15 cm de largura; coroa de 5 séries de filamentos angulosos;
fruto oblongo-ovdide de 20 --30 cm de comprimento por 12 « 15 cm de didmetro. Este
representante ¢ também conhecido no Brasil pelos nomes: maracuja-agu, maracujd-uagu,
maracuja-de-garapa, maracujd-meldo ou maracujd-maméo, maracuja-igapé e maracuji-
cascudo. Esta espécie € nativa do estado da Bahia e requer clima quente e (imido, solos semi-
drenados e terrenos argiloso-arenosos (* Dr. Luis C. Bernacci, comunicagfio pessoal). E uma
trepadeira vigorosa, glabra, de hastes 4-angulares e os dngulos conspicuamente alados.
Folhas inteiras, cordadas, de 10 a 20 x 8 a 15 cm, inteiras nas margens. Flores grandes,
axilares, até 12 cm de didmetro. Baga oblongo-ovéide, grande, de 20-30 x 13-15cm,
cilindrica ou longitudinalmente 3-sulcada, verde-amarelada na maturagfio. Sementes envoltas
em massa doce-acidulada. Para garantir uma boa produgfo, é necessario polinizagio manual.

Os frutos maduros apresentam polpa levemente 4cida e agucarada, utilizada in-natura ou

processada.

1.4.6 Consideragoes Finais

Apesar do elevado numero de espécies que formam o género Passiflora, apenas
algumas sfo de importdncia econdmica devido a qualidade de scus frutos ou sua
adaptabilidade como trapadeiras ornamentais, ou ainda, pelas suas propriedades medicinais.
Desde 1939, segundo Hoehne, as sementes de todas as espécies de Passiflora sio

conhecidas como venenosas, sendo utilizadas, bem trituradas, como anti-helminticas.

* Dr. Luis C. Bernacci ~ Instituto Agrondmico de Campinas — Sdo Paulo.
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Figura — 1 Fotografia de gavinha de Passiflora qudrangula



2 - OBJETIVOS:

¢ Identificar ATPases de gavinhas de Passiflora sp.

¢ Isolar e caracterizar ATPases de gavinhas de Passiflora sp.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1~ Coleta e acondicionamento de gavinha de Passiflora sp.

Todas as gavinhas de Passiflora usadas, foram coletadas de plantas jovens do canteiro-
1, situado na 4rca Experimental do Instituto de Ciéncias Agrarias do Campus Umuarama da
Universidade Federal de Uberlandia.

As gavinhas foram cortadas dos ramos apicais e subapicais, cortando apenas a parte
apical de cada ramo, ou seja, a porgio espiralada. & utilizada tesoura métalica limpa e seca e
luvas afim de evitar contaminagSes na manipulagfio. Imediatamente apds o corte, as
gavinhas foram depositadas em solugfio salina, em banho de gelo, de maneira que ficassem
totalmente submergidas e, entdo, levadas ao laboratdrio. No laboratério, foram rapidamente
distribuidas em porgdes de 10 € 20 gramas e congeladas em nitrogénio liquido (em caixa de
isopor). Apds estarem totalmente congeladas, foram retiradas com espatula de metal limpa e
seca, acondicionadas em envelopes de papel aluminio, devidamente fechados e rotulados e,
entdo, estocados em freezer (-18°C), permanecendo até o momento de serem usadas nas
preparagdes.

As coletas foram realizadas sempre no periodo de 9 as 10 horas da manha durante 01

hora de coleta ininterrupta.

3.2 Preparagiio de ATPase de Passiflora sp (Método I)

Conforme o fluxograma de preparagdo de ATPases de gavinha de Passiflora sp.
(Método — I), o pacote contendo 10g de gavinhas congeladas foi retirado do freezer
imediatamente antes do uso. As gavinhas congeladas foram fracionadas grosseiramente,

com tesoura metélica, em fragSes menores para facilitar ¢ tornar o processo de trituragio
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mais rapido e eficiente. As gavinhas ainda congeladas foram dividas em quatro porgdes
menores e cada porgio foi colocada em um tubo de polietileno com 20mL de tampiio de
extragdo (Imidazo! 50 mM, EDTA10mM, DTT 1mM e PMSF 0,3 mM em pH=8,5). Este
material foi triturado € homogeneizado em homogeneizador (Marconi, modelo TE 102) com
pistilo de metal conectado a um motor elétrico de 220v, utilizando velocidade 6. Este
procedimento ocorren em 2 ciclos consecutivos, em alguns casos, dependendo da resisténcia
das gavinhas, foi necessario mais alguns ciclos para que todo material fosse totalmente
triturado e devidamente homogeneizado.

Apb6s a trituragdo, o macerado era entdo filtrado sobre 17cm de gaze hidréfila (8
dobras, 9 fios Jem*) em béquer de vidro (250mL) em banho de gelo. O filtrado foi
distribuido em tubos de polietileno rosqueados com tampa e, entfo, submetidos a
centifugagdo de 40.000g por 40 minutos sob refrigeragdio a 4°C. Decorrido este tempo, o
sobrenadante (fragdo S;) foi submetido a corregdo de pH para 4,5 e o precipitado (fragdo Py)
descartado. A fragio S; pH=4,5 foi distribuida em tubos de polictileno, rosqueados com
tampa e submetida a centifugagio a 20.000g por 20 min. a 4°C.

A fragfio S; resultante foi estocada em erlenmeyer de vidro sob refrigeraco a 4°C, e a
fragfio precipitada (P;) foi ressuspendida em 1imL de Tampéo de ressuspensdo (Imidazol
50mM,EDTA 1mM e DTT 1mM em pH=8,5) e homogeneizado em frasco potter. Apos
ajustar o pH dessa fragfio para 8.5, ela foi centrifugada a 20.000g/20min a 4°C em tubos
(como os anteriormente utilizados para a fragdio S; ) resultando as fragdes P3 € S3. Foi
retirado de cada fragdo, uma aliquota de ImL que era mantida sob refrigeragio a 4°C até o

momento de preparar as amostras para gel e teste de atividade ATPase.
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3.2 - Fluxograma 1 - Preparaciio de ATPases de gavinha de Passiflora sp .(Método 1)

Gavinhas
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3.3 Preparagiio de ATPase de Passiflora quadrangularis L.sp. ( Método 1I)

Conforme o fluxograma de preparagdo de ATPase de gavinha de Pasiflora
Quadrangularis L. ( Metodo II) , o pacote contendo 20g de gavinhas congeladas foi
retirado do freezer imediatamente antes do uso. As gavinhas foram fracionadas
grosseiramente, com tesoura metalica, em fragdes menores para facilitar € tornar o processo
de trituragio mais rapido e eficiente. As gavinhas ainda congeladas foram divididas em
quatro porgdes menores ¢ cada porgo foi colocada em um tubo de polietileno com 20mL de
tampdo de extragdo (Imidazol 50 mM, EDTAIOmM, DTT ImM e PMSF 0,3 mM em

pH=8,5). Este material foi levado ao homogeneizador (Marconi, modelo TE 102) com

pistilo de metal conectado a um motor elétrico de 220v com velocidade 6. Este
procedimento ocorreu em 4 ciclos consecutivos, em alguns casos, dependendo da resisténcia

das gavinhas, foi necessario mais alguns ciclos para que todo material fosse totalmente

triturado ¢ devidamente homogeneizado. Apds a homogeneizagio, foram depositadas sobre
17cm de gaze hidréfila (8 dobras, 9 fios /01112) e, entfio, filtrado o macerado de gavinhas em
béquer de vidro (250mL) em banho de gelo.

O filtrado foi distribuido em tubos de polietileno rosqueados com tampa que foram
entdo, submetidos a centifugagio a 40.000g por 40minutos sob refrigeragio a 4°C.
Decorrido este tempo, a precipitada (frago Py) foi descartada ¢ a sobrenadante (fragfio ;) foi
submetida a corregdo de pH para 4,5. A fragiio S; pH=4,5 foi distribnida em tubos de
polietileno, rosqueados com tampa e submetido a centifugagdo a 20.000g por 20 min. a 4°C.

A fragio S; resultante foi estocada em erlenmeyer de vidro sob refrigeragio 4 4°C e
a fragfo precipitada (P,) foi ressuspendida em 21mL de solugéio de sulfato de amonia 40% e
homogeneizada em frasco potter, em seguida 2mL dessa fragio foram dialisados contra
tampdo (Imidazol 25SmM,EDTA 0,1mM e DTT 0,1mM em pH=8,5) com duas trocas
sucessivas € o restante de P, (19mL) foi centrifugado a 20.000g/20min a 4°C em tubos
anteriormente mencionados.

A fragio P; resultante foi ressuspendida em 1lmL de tampdo de ressuspensio
(Imidazol 50mM, EDTA 1mM e DTT ImM em pH=8,5), homogeneizado em frasco potter e
submetido a dialises com duas trocas no tampdo supra. A fragdo S; foi também dialisada

contra 0 mesmo tampdo de didlise j4 mencionado e obedecendo o mesmo procedimento da
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fragio P3. Apos dialisadas, as frages P; e S; foram retornadas aos tubos (citados
anteriormente) ¢ centrifugados a 40.000g/20min/4°C.

As fragBes oriundas de P; foram denominadas de S, e Py, € as provenientes de S3, S°,
¢ P’ Sendo que a P, e P’y foram ressuspendidas em tampdo de ressuspensdo (ja
mencionado), homogeneizadas em frasco potter ¢ estocadas em frasco de vidro sob
refrigeragiio a 4°C € o mesmo procedimento de estocagem & obedecido para todas as demais
fragBes. A fragdo P; foi ressuspendida em 6mL e P’; em 2mL do mesmo tampio de
ressuspensio, mencionado anteriormente.

Foram retiradas aliquotas de 1mL de cada fragiio sobrenadante e precipitado para

posteriores andlises de atividade ATPase e em gel de poliacrilamida, exceto da fragiio P, que

foi totalmente descartado.

3.4 - FRACIONAMENTO DE S’; EM COLUNA DE Q-SEPHAROSE

A cromatografia em coluna de Q - Sepharose ocorreu em temperatura ambiente
(temperatura média de 20° C) e o perfil cromatografico ¢ acompanhado através da
absorvancia a 280nm.

Uma coluna com capacidade maxima de 10 ml, foi usada com apenas 6 mL de
resina. Esta coluna foi previamente equilibrada com 60 mL de tampéo de equilibrio
(Imidazol - HC1 20 mM, pH=8.5; EDTA 0,1 mM). Ap6s aplicar 25 mL da fragéo
sobrenadante S’; utilizando um fluxo continuo de aproximadamente 12 gotas/mL, a coluna
foi lavada com 60 mL do mesmo tampéo de equilibrio, também atavés de fluxo continuo de
12 gotas/mL.

As proteinas retidas foram eluidas sucessivamente com NaCl 200, 500, 1000 e 2000
mM. Além do sal, cada tampio de eluigio continha: Imidazol - HCl 20 mM, pH=8.5;
EDTA 1 mM e DTT 0,2 mM. A eluigio ocorreu em fluxo igual ao mencionado acima,
usando 20mL de cada tampfo de eluigio. De cada eluigfo foi coletada uma fracfio finica
(Fluxograma - 3).

Subseqilentemente, todas as fragdes obtidas, exceto o lavado, foram preparadas para

gel. Em seguida, foram analisadas as atividades Mg-ATPdsicas de cada fragio.




Fluxograma 2 Preparacio de ATPases de gavinha de Passiflora

quadrangularis L.( Método II)
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Fluxograma — 3 Fracionamento de S’y em Q - Sepharose
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3.5 - Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas nas fragdes soliveis de gavinha de Passiflora sp foi

determinada pelo Método de Bradford (1976) tendo como padrio a soro albumina bovina

(BSA). Neste método, uma aliquota de cada amostra foi diluida para 100 mL com agua
adicionado 3,0 mL de Reagente de Bradford seguido de agitagfio. Para preparar

olvidos 100 mg de comassie blue G em 50 mL de etanol

deionizada e

o reagente de Bradford, foram diss
95% ¢ 100 ml de Acido fosforico 85% e posteriormente csta solugdo ¢ diluida em Agua

ntiio, filtrada em papel de filtro.
s em duplicatas e absorvancia foi medida a 595nm

deionizada até completar um litro €,

As determinagdes foram realizada

contra wm branco (dgua deionizada). Pararelamente 3 dosagem de proteinas das fragdes

soliiveis de gavinha, perfazendo 0 total de nove amostras, foi feita uma curva padrio do

soro albumina bovina com concentragdo de 5 a 30 g que estd na faixa de linearidade do

método ( Figura 2 - curva padréo de BSA).

3.6 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio

Para analisar o perfil dos polipeptideos das fragdes soluvéis de gavinha de Passiflora

sp, foi utilizado o Método de cletroforese em gel S
dodecil sulfato de s6dio (Laemmli, 1970). Géis em concentragiio 5 — 16% foram preparados

entre placas de vidro conforme escrito por Studier (1973).
s foram preparadas assepticamente (para ndo
os de polietileno com tampa, na proporgiio de 100pl de amostra para

DS -~ PAGE, poliacrilaminda com

As amostra permitir contaminagdes por

fontes externas), em tub

10l de tampdo de amostra (TrisHC1 pH=6,8 - 2,0mM; SDS 1%; Azul de bromofencl

0,25%; glicerol 10% e 10ul de 8 - mercaptoetanol 143mM). Em seguida , os tubos foram

fervidos durante 2 minutos, resfriados natural

em freezer até o0 momento de ser aplicado em gel.

mente em temperatura ambiente e estocados

Os tubos foram retirados do freezer, descongelados naturalmente e as amostras foram

aplicadas nos pocinhos dos géis utilizando micro
Foram aplicados de cada amostra 8u

seringa (Hamiltom) com capacidade

méxima de 10yl . 1 e 2 ul do padrio SDS-6H —

da Federal de Uberldndia
BiBLIOTECA
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Sigma que foi utilizado como referéncia de peso molecular relativo: miosina ( 205.000); B-
galactosidase (116.000); fosforilase-b (97.400); albumina bovina (66.000); ovalbumina
(45.000) e anidrase carbdnica (29.000) . A eletroforese foi iniciada ligando-se a cuba de
eletroforese (Biorad — Power/Pac 1000 —1 10Volts) a uma fonte elétrica de 110Volts usando

corrente de 25mA.
Apds a corrida, os géis foram retirados cnidadosamente das placas e corados por 20

minutos com Comassie Blue R 0,1% em solugfo de metanol 50% e 4cido acético 10%. Logo
@ seguir, foi realizado o processo de descoloragfio, onde os géis foram submergidos em

solugdo descorante (metanol 30% e 4cido acético 10%) por 30 minutos ou mais dependendo

da necessidade de obtengdo de géis mais claros.
Descorados, os géis foram colocados entre duas folhas de papel celofane, previamente

embebidas em dgua. Estas folhas foram estendidas em bastidores, tomando o cuidado para
ficatem bem esticados, para otengdo de melhor resultado. Apds a secagem em temperatura
ambiente, os géis totalmente secos foram recortados s margens de cada um, retirando o

©xcesso de papel celofane, e entdo, cuidadosamente acondicionados em dlbum de fotografiag

Para evitar quaisquer danos ou destruigdo dos mesmos.

3. 7 - Determinacio da Atividade Adenosina Trifosfatisica (ATPase) de

gavinha de Passiflora sp

As atividades foram determinadas pela medida de fosfato inorganico liberado da

hidrélisc de ATP. Este fosfato foi dosado espectrofotométricamente pelo Método de

Heinonen e Lahtti( 1981).
A reacdo foi realizada em tubos de ensaio de vidro codificados individualmente

sendo que em cada um deles foi utilizado: 40ul de meio de reagdo (estoque) ao qual foj
adicionado 90 pl de 4gua deionizada e 50ul de amostra. A reagdo fol iniciada pela adicio de
20ul de ATP 10mM e incubada a 37°C durante 20 minutos.

Para interromper a reagdo, transcorrido o tempo de incubagdo, foi acrescentado 2 ml,

de solugiio AAM (Acetona P.A, Acido Sulfurico 5N e Molibdato de Aménia 1 OmM, nas
Proporgdes em volume, de 2:1:1, respectivamente), ¢ dai agitado por 15 segundos em
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agitador do tipo vortex. Imediatamente em seguida, adicionou-se 200ul de 4cido citrico IN e

agitou-se novamente por mais 15 segundos.
E feito um branco para cada amostra. Ambos, amostras e brancos, foram feitos em

duplicatas, aumentando o numero de amostragem proporcionando melhores resultados.
Ao branco ¢ adicionado os 20 ul de ATP, imediatamente antes de interromper a reacdo com
solugiio AAM. As leituras foram realizadas em  espectrofotdmetro (Hitachi 2000) ¢ as

absorvéincias medidas a 355nm utilizando cubetas de quartzo.
Uma curva padrdo de fosfato inorginico (figura 3) ¢ feita compreendendo uma faixa

de 0 a 250 nmoles de ortofosfato, nesta faixa a absorbancia em 355nm varia linearmente

Com a concentragio de ortofosfato.
A atividade foi expressa em nanomoles de fosfato inorganico liberado por mililitro de

amostra por minuto (nmoles Pi/mL./ min)
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Figura — 2 - Curva Padrio de Dosagem de Soro Albumina Bovina
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Bura 3. Curva de Dosagem de Fosfato
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4.1 Caracterizacio da fracdio S; de gavinha de Pasiflora sp

4.1.1 - Atividade Mg-ATP4sica e Ca-ATP4dsica de S;

Os motores moleculares, assim como certas ATPases requerem cations divalentes
Para expressar sua atividade, alguns destes motores apresentam maior atividade em presenca
de célcip e outros em presenca de magnésio. Conforme esta mostrado na figura -4 4
fragao g, apresentou atividade Ca-ATP4sica 60% maior que a atividade Mg-ATP4sica. Na
Presenga de Mg e Ca ndio ocorre a soma das atividades ATPisicas, sendo a atividade (Mg +

Ca)-ATPésica cerca de 40% inferior a atividade Ca-ATP4sica e 20% superior a atividade

M8~ATPésica.

4. 1.2 - Efeito da forga idnica na atividade Mg-ATPdsica de S;

A atividade Mg-ATPasica da fragéo S; € testada em presenca de cloreto de sodio oy

cloreto de potassio 300mM, apresentando uma redugfo de aproximadamente 28% em
Presenga de cloreto de s6dio em sua atividade Mg-ATPésica e cerca de 37% em presenca de

cloreto de potéssio conforme apresenta a figura 5.

4.1.3 - Efeito de fluoreto de aluminio na atividade Mg-ATPisica de S;

O aluminio pode ser considerado altamente toxico para sistemas vegetais. Ele pode
diminyjr 5 proliferagio celular e reduzir o crescimento. E responsavel pela alteragio da
Permeabilidade da membrana plasmética a ions divalentes, devido a sua altissima afinidade
pelos sitiog ligantes de calcio. O aluminio pode, também inibir a despolimerizagio de

microtﬁbulos ativado por calcio. O aluminio pode ainda, formar complexo com o fi uoreto e

©55¢ complexo inibe diversas ATPases.
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nmPi/ml/min(%)
]
o

Mg /Ca**

Mg

Figur, ivi - ica e Ca - ATPisica de Ss
0mL, da E;?;‘Z‘é' a";’ li‘:cgubaAdT,PZ; Meio de Reagdo I ( Imidazol 25mM pH=7.5, DTT
ImM, EDTA lmN} KCl 60mM ) contendo onde indicado MgCl 4131M e/ou QaClz 2mM.

S teagdes foram  iniciadas com a adigao de ATP 1mM (conientraqgo ﬁyﬂal), chul‘)gdas a
37°C durante 20 minutos € interrompidas com oml da solugao de ’ qsagzm. : atividade
Mg-ATP4sica ¢ considerada 100%. O5 valores representam 2 medla duplicata de 1
expefimﬁ:nto, porém foram encontrados resultados similares em  outro experimento em
duplicaty '
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4.3 — Atividade ATPssica de Passiflora sp é estimulada por um fator endégeno.

4.3.1 - Efeito da didlise sobre a atividade ATPase de Ss.

Na tentativa de eliminar o pigmento de cor amarelo-esverdeado da fragdo S;

conforme fluxograma 1 ( método I), esta fragdo foi submetida a 2 dialises com duas trocas

Consecutivas no seguinte tampdo: Imidazol 25 mM pH=8.5, EDTA 0,1mM e DTT 0,ImM
sob refrigeragfio (4°C). Observou através da figura 12 que a atividade Mg - ATPasica ¢

quase totalmente perdida. A didlise diminuiu a intensidade de cor do pigmento.

4.3.2 — Efeito S; fervida na atividade ATPisica de S; dialisada.

Para verificar se o fator de baixo peso molecular envolvido na atividade ATPasica da

fracio S; era termoestivel, a fragdo S; é fervida durante 5 minutos ¢ submetida 3

centrifugagdo de 40.000g/30min.4°C. A fragfo S; dialisada ¢ incubada em meio de reagdo
contendo Mg, na auséncia e presenga de S; fervida. Observou através da Figura - 13 que a

atividade Mg — ATPésica de S; dialisada aumentou quando testada com S; fervida.

4.3.3 — Efeito do fator termoestivel na ATPase parcialmente purificada

O fator termoestavel é testado também, na fragdo ATPase parcialmente purificada
em coluna de Q — Sepharose (fragdo com 500mM de NaCl). Essa fragfo ¢ a fragdo S,
dialisada foram incubadas na presenga e auséncia da fragfio S; fervida (figura 14). Observou
que as atividades Mg — ATP4sicas de S; dialisada, assim como a frago eluida com 500mM

(coluna de Q — Sepharose) foram aumentadas quando testadas com o fator termoestavel.
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Figura — 12 Efeito da dislise sobre a atividade Mg — ATP4sica de S;
10ul da fragdo S; ou S; dialisada, foram incubados em Meio de Reagdo I (Imidazol

25mM pH=7.5, DTT 1mM, EDTA 1mM, KCI 60mM) contendo MgCl, 4mM. As reagdes
foram iniciadas com adigdo de ATP ImM (concentragdo final), incubadas a 37°C durante
20 minutos e interrompidas com 2mL de solugdo de dosagem. A atividade de S; foi

considerada 100%.

50
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§ - DISCUSSAO

As gavinhas apresentam um movimento de curvatura que ¢ um processo dependente

da hidral:
hidrélise da molécula do ATP (Jafe e Galston, 1966). Yong — Z¢ ¢ Lung - Fei, 1989

ld'entlﬁcaram actina e miosina em gavinha de ervitha, Pisum sativum L., sugerindo que a
1'1110311*13 ¢ a ATPase responsével pelo evento de curvatura desta estrutura e esse movimento
¢ dependente do sistema actomiosina.

~ Aqui neste trabalho foi obtido, a partit da fragio soluvel de gavinha de Passiflora sp,
Utilizande precipitagfio em baixo pH, uma fragio S; altamente enriquecida em atividade
ATP4sica. As ATPases em geral, necessitam de cations divalentes para sua atividade.
Algumas sio mais ativas na presenga de Mg’

na i
Presenga de Ca’*. A fragdo S, em presenga de calcio,

* enquanto outras apresentam maior atividade
apresentou atividade ATPésica
ados juntos, calcio e

600 . 4si
“o superior A atividade em presenga de magnésio. Quando test
idades Mg ¢ Ca— ATPases ndo foram somadas. Ha até

Magnésio, observou — se que as ativ
Uma leve inibigao da atividade Ca— A
Mg ATPisica ¢ Ca — ATP4sica ndo s30 devidas 2 ATPases distintas.

sensivelmente algumas ATPases como dineina de
0% da atividade Mg — ATPasica da fragio

TPasica pelo magnésio. Isto sugere que as atividades

A alta forca jonica, que inibe
Cerebro (Shpetner et al., 1988), inibiu cerca de 3
3, essa inibigdo ocorreu tanto com NaCl como KCI 3

_ 100, também s&0 conhecidos por afetar

00mM, portanto dineina ndo estd

Presente em nossa preparagdo.

_ Fluoreto de aluminio, azida €
diferentes ATPases. A azida inibe tanto
*Omo apirases (Knowles & Nagy; 1999). O
ATPisica de dineina citoplasmatica € 0 fluoreto
Vallee, 1992) ¢ também outras ATPases. A ATPase d
desses fatores (figuras: 6 € 7); sugerindo que FI ATPa
tura similar a0 jon fosfato, por isso, ele ¢ um
gio de vanadato de sodio em concentragdes

triton X
a F1 - ATPase mitocondrial (Murphy et al., 1983)

riton X~ 100 € um estimulador da atividade
de aluminio inibe a dinamina (Sheptner &
a fragio S; ndo foi inibida por nenhum

se ¢ dinamina também nfio estdo

Pre 5
Sentes em nossa preparagao:

O vanadato € um oxidnion com estru

forte i o
Orte inibidor de vérias ATPases. A utiliza
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Proximas g 5 UM provoca completa inibigdo da motilidade ciliar e flagelar, representando um
Potente inibidor de dineinas (Gibbons et al., 1978 e 1987). Sabe-se também que as cinesinas
s30 inibidas cerca de 50 — 60% quando tratadas em presenga de 60uM deste efetor (Vallee ¢
Sheptner, 1990). A fragdo S; apresentou inibigdo crescente da atividade Mg — ATPasica
COm 0 aumento da concentragdo de vanadato de sodio (Figura 8). A inibi¢do de apenas 30%,

da atividade Mg —~ ATPasica com vanadato 50uM também sugere que dineina nio ests

Presente em nossa fragéo.
A fragdo S; ¢ avaliada quanto a presenca de atividade K/EDTA - ATPase, uma

atividade caracteristica das miosinas. Fssas ATPases motoras apresentam atividade
K/EDTA - ATpisica bem superior a atividade Mg — ATP4sica. Para verificar a atividade
K/EDTA - ATPisica compara-se a atividade ATPésica na presen¢a de baixa e alta
Concentracio de potassio, KCI 60 e 600mM respectivamente, em mcjlo de rea?:ao conteniio
EDTA (auséncia de cations divalentes). A figura 9, mostra que a f.rag:ao S3,' pl'{:.ltlcamente nio
apresenta atividade K/EDTA — ATPasica. Isto sugere a auséncia de miosinas em nossa
Preparacio, , , -
A fragdio S; de gavinha de Passiflora sp, possut um fator e’ndc.>g<':no, que estfmu aa
Sua atividade ATPésica. Este fator ¢ perdido quando a fragdo S; € dialisada, ou seja, esse
fator possui baixo peso molecular. Esse processo de dialise é ac?z?qpanhad‘o po’r uma grande
Perda da atividade ATP4sica. Grande parte da atividade ATPf;tsxca perdida é recupe;ada,
Quando a fragiio S; dialisada € incubada com a fragdo S; fervida. Ist(? mlostm que o fator
estimulador da ATPase de gavinha de Passiffora sp € um fator Tennoestave ]

A fragio ATPase S’4 obtida usando precipitagdo em baixo pH e fracionamento com

: — Sepharose,
: IT) é separada em coluna de Q — Sep
dnio 409 ograma 2- Método
o aménio 0% (ot tividade ATPésica € recuperada na fracio

N Py qu [ mal

Pelo fator ¢ tavel. Parte da atividade ATPésica foram recuperadas nas fragdes 200 ¢
ator termoestavel. s d , ‘ -
1000mM O principal polipeptidio da fracdo eluida com 500mM, apresenta mobilidade

- ssa fracdo possui
telativa proxima a da anidrase carbonica. Isto sugere que a ATPase de no ¢A0 possui
réxim

¢ ‘< nolipeptideos com mobilidade relativa similar & anidrase carbénica
e i, Dol olbep luida com 200mM de NaCl. Nessa fragfio observa - se
o eluida

também estap presentes na fraga



também polipeptideo de baixo peso molecular € uma

aproximadamcnte 55KDa.
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outra banda polipepticia de
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6 - CONCLUSOES

el de gavinha de Passiflora sp possui uma ATPase que apresenta

Fragdo solav
ATPase mitocondrial € apirase

propriedades distintas de dineina, miosinas, F1 —
Fraggio solavel de gavinha de Passiflora sp possui
imula atividade ATPésica endogena

um fator termoestavel e de baixo

peso molecular, que est
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SUMMARY

Tendril is a highly dynamic structure whose spiral movement is based on ATP
dependent, that suggest the ATPases envolviment this process. In this relate our objective
were to isolate ATPase of from Passiflora sp. The tendril from Passiflora sp was to maked
homogemogeneous in Imidazole HCl buffer pH 8.5 with protease inhibitor (EDTA and
PMSF) and centrifugated ( 40.000 g/40 minute), the ATPase fraction in pH 4.5 and the
subsequently treated of the resulting precipitate with ammonium sulfate and dialysed and
Caracterized enzimatica. This fraction presentated Ca — ATPasica activity 60 percent bigger
than activity Mg — ATPasica, but in presence the Ca 2 and Mg ** activity wasn't plus,
suggesting don't distinct ATPases. The Mg — ATPasica activity was inhibited about 30
percent in presence of high ionic force (NaCl 0,3M and KC1 0,3M). The aluminium fluoride
don't modificated its Mg ~ ATPasica this soluble fraction, but the fluoride ion inhibited
about 33 percent the Mg — ATPasica activity. The Mg — ATPasica activity was reduced with
vanadate 50, 200 and 1000pM, with respectively 32, 61 and 78 percent of reduction. The
azide and triton X — 100 wasn't modificated its activity suggesting don't distinct F1 ATPase
and dynein wasn't presented in this preparation. The ausence K/EDTA — ATPase suggest
the myosin don't was present in this preparation. The dialysis ATPase fraction cause on a
sensible reduction in the activity Mg — ATPasica, this activity was restaured when soluble
fraction dialized was incubed with soluble fraction boiled.

Our fraction was centrifugated and applicated Q — Sepharose column, which was
tratead with 0,2M NaCl and subsequently, the activity ATPase was elluated with 0,5M
NaCl. The main polypeptide in this fraction with SDS — PAGE presentated Mr about
29KDa. The activity Mg — ATP4sica this fraction is stimulated for soluble fraction boiled.

Them our was obtained a soluble fraction ATPase from Passiflora sp tendril that is

stimulated for one endogenous factor heat stabily.



