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RESuMO GERAL

Pachymerus nucleorum Fabricius 1792 é uma espécie de besouro predador
de coco de babagu (Orbignya sp.) que pertence a subfamilia de coledpteros
Bruchinae, cujos representantes sdo conhecidos como brocas de sementes. Uma
fracdo precipitada de larva de P. nucleorum ndo solubilizada com Triton X-100
apresentou atividade Ca?-ATPasica e K'/EDTA. O presente trabalho teve como
objetivo solubilizar a enzima responsavel pela atividade Ca*-ATPasica e
caracteriza-la. A atividade Ca*-ATPasica foi parcialmente solubilizada com sal e a
fragdo soluvel (S4) do ensaio com NaCl 600 mM foi melhor caracterizada. Em SDS-
PAGE foi detectada a presenca mais marcante de um polipeptideo com mobilidade
relativa de 205 kDa, e mais fracamente um de 130 kDa e um de 102 kDa. NaCl 600
mM inibiu cerca de 35% da atividade de P3, chegando a 84% com NaCl 2M. A
atividade Mn?*-ATPasica representou cerca de 40% da Ca®*-ATPasica, e n3o foi
detectada atividade M92+-ATPésica. Em presenca de zinco ou ferro oxidado, a
atividade ATPasica foi nula e quando incubada com cobalto, cobre, bario, litio ou
ferro reduzido, a atividade correspondeu a menos de 20% da Ca?*-ATPasica. A
atividade Ca?*-ATPasica foi completamente inibida por magnésio, cobre e zinco.
Cobalto, manganés, ferro (oxidado e reduzido) inibiram em mais de 60% tal
atividade, e bario ou litio ndo afetaram a atividade dependente de calcio.
Tapsigargina 140 pM inibiu cerca de 80% da atividade Ca?*-ATPasica tanto de P3
quanto de S4, se adicionada no inicio da reagdo. Em pré-incubagdo com
tapsigargina 140 uM, a atividade Ca?*-ATPasica de P3 foi inibida em cerca de 95%.
Pré-incubacdo com ATP ou calcio preveniu parcialmente a inibicdo da atividade
Ca®*-ATPasica por tapsigargina. A inibigdo foi completamente evitada com pré-
incubacgédo na presenca de ATP e calcio. A fracdo S4 é estavel por até dois dias
quando armazenada a 4°C, mas ap0s esse periodo a atividade Ca?-ATPasica cai
sensivelmente. Neste trabalho, atividade Ca®*-ATPasica de larva de Pachymerus
nucleorum sensivel a tapsigargina foi solubilizada com sal e parcialmente

caracterizada.



INTRODUGAO GERAL

Os besouros bruquineos (Coledptera: Chrysomelidae: Bruchinae) sdo uma
subfamilia de coledpteros amplamente distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Mais de 1500 espécies descritas em 58 géneros compdem
esse grupo de coledpteros dos quais ha espécies que se alimentam de sementes de
espécies vegetais economicamente importantes. Pachymerus nucleorum Fabricius,
1972, espécie representante desse grupo, destaca-se por ser predador natural do
coco de babagu. O babagu ocorre em maior concentragdo no Brasil nas areas de
transicdo entre o cerrado e a floresta amazébnica, e tem grande importancia
econbmica para familias cuja subsisténcia depende da extragdo do fruto e seus
derivados, e, ultimamente tem despertado a atencao das industrias por ser um

recurso renovavel, pouco poluente e eficiente gerador de energia térmica.

Em seu desenvolvimento, a fémea de P. nucleorum deposita seus ovos nos
frutos caidos, suas larvas eclodem e penetram através dos canais de seiva ou do
hilo (poro funcional) do coco. Elas se alimentam das améndoas assimilando 6leos e
proteinas e tecem um casulo, ligando com seiva particulas farinhosas do coco. O
periodo larval dura em média trés meses e o pupal dois meses. Quando o periodo
de desenvolvimento termina, o adulto ainda permanece no interior dos cocos por
duas semanas, e entdo faz um orificio na rigida estrutura do coco de babacgu para
sair. Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus (Boheman) sdo outros dois
representantes dessa subfamilia que atacam sementes de leguminosas como
ervilhas e feijao (Phaseolus vulgaris), respectivamente. Outro predador de feijao
comum, Acanthoscelides obtectus, € responsavel por causar prejuizos importantes
em estoques desses graos. Embora produzam substancias de defesa como taninos,
glicosideos cianogénicos e proteinas inibidoras de proteases e amilases, esses
vegetais s&o ineficientes na defesa contra seus hospedeiros especificos.

As ATPases sao enzimas que hidrolisam o ATP e utilizam a energia liberada
para realizar suas fungdes. As Ca?*-ATPases sdo ATPases de membrana e estdo
envolvidas na manutengdo da concentracdo plasmatica de calcio em niveis

homeostasicos, em torno de 100 nM. Sinais externos (primeiros mensageiros)



atuam nos receptores da membrana plasmatica, induzindo sintese ou liberacdo de
segundos mensageiros, ou mesmo ativam enzimaticamente a porc¢do interna do
receptor. O calcio, tradicionalmente conhecido como segundo mensageiro, é
liberado de seus reservatorios intracelulares, o reticulo endoplasmatico ou
sarcoplasmatico. O aumento da concentragao citoplasmatica de calcio desencadeia
uma série de processos nas ceélulas eucaridticas, incluindo contracdo muscular,
fertilizagdo, transporte de vesiculas, apoptose, expressdo génica e controle de
qualidade no enovelamento de proteinas. A ativagdo dos canais de calcio na
membrana plasmatica permite a entrada do cation dos espacos extracelulares,
enquanto a ativagdo desses canais no reticulo libera calcio dessas organelas para o
citoplasma. ApoOs atuarem em seus alvos intracelulares, o excesso de calcio deve
ser bombeado para fora do citoplasma, funcdo exercida pelas Ca?-ATPases
(bombas de calcio) localizadas na membrana plasmatica e na membrana dos

reticulos.

Quando em concentragbes elevadas no citoplasma, o calcio liga-se a
calmodulina, uma proteina reguladora pertencente a familia das “EF-hand”
proteinas. A calmodulina, ao se ligar ao calcio, altera sua conformagéo, expde seu
dominio hidrofébico e dessa forma regula suas enzimas-alvo, como as bombas de
calcio. Assim, os niveis plasmaticos de calcio retornam ao estado basal pelo
bombeamento do cation para o espacgo periplasmatico ou para dentro de seus
reservatorios intracelulares pelas Ca**-ATPases, ou seja, o proprio calcio regula sua
concentragdo no citoplasma. Os canais de calcio de membrana plasmatica s&o
passivamente ativados por potencial elétrico, por ligantes como neurotransmissores
ou mesmo por esvaziamento dos estoques intracelulares de calcio. No caso de
reticulo endoplasmatico e sarcoplasmatico, a abertura dos canais de calcio se deve
a acao de outros ligantes, por exemplo o trifosfato de inositol (IP3) e rianodina,

respectivamente.

O estudo bioquimico de insetos pode gerar conhecimentos importantes que
possam auxiliar no seu controle. Neste trabalho, o objetivo foi solubilizar a Ca?*-
ATPase de larva de Pachymerus nucleorum para melhor caracteriza-la.



CAPiTULO 1

Solubilizagdo parcial de Ca**-ATPase de larva de

Pachymerus nucleorum (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae)



1. RESuMO

Pachymerus nucleorum Fabricius 1792 é uma espécie de besouro predador
de castanhas de babacgu (Orbignya sp.) pertencente a subfamilia de coledpteros
Bruchinae, cujos representantes sdo conhecidos como brocas de sementes. Uma
fragdo precipitada (P3) obtida a paritr de larva de P. nucleorum e n&o solubilizada
com Triton X100 apresentou atividade Ca®'-ATPasica e K'/EDTA-ATPasica. O
presente trabalho teve como objetivo solubilizar a enzima responsavel pela atividade
ATPasica e caracteriza-la. A atividade Ca*-ATPasica foi parcialmente solubilizada
com NaCl 600 mM e a analise em SDS-PAGE mostrou a presenga mais marcante
de um polipeptideo com mobilidade relativa de 205 kDa, e mais fracamente um de
130 kDa e um de 102 kDa. NaCl 600 mM inibiu cerca de 40% da atividade de P3,
chegando a 84% com NaCl 2M. A atividade Mn**-ATPasica da fragdo solubilizada
representou cerca de 40% da Ca*-ATPasica, e ndo foi detectada atividade Mg?*-
ATPasica. Em presencga de zinco ou ferro oxidado, a atividade ATPasica foi nula e
quando incubada com cobalto, cobre, bario, litio ou ferro reduzido, a atividade
correspondeu a menos de 20% da Ca?*-ATPasica. A atividade Ca?*-ATPasica foi
completamente inibida por magnésio, cobre e zinco. Cobalto, manganés, ferro
(oxidado e reduzido) inibiram em mais de 60% tal atividade, e bario ou litio n&o
afetaram a atividade dependente de calcio. Neste trabalho, a atividade Ca®'-
ATPasica de larva de Pachymerus nucleorum foi parcialmente solubilizada com
NaCl 600 mM e apresentou atividade Ca**-ATPasica inibida por magnésio.

Palavras-chave: Pachymerus nucleorum, larva, Ca**-ATPase, solubilizacao.



2. ABSTRACT

Pachymerus nucleorum Fabricius 1792 is a beetle specie that predate babagu
coconut (Orbignya sp.). It belong to Bruchinae coleoptera subfamily, whose
representants are know as seed bits. We found a precipitated fraction from larvae of
P. nucleorum that is not solubilized by Triton X-100 (P3) and presents Ca?*-ATPase
and K'/EDTA-ATPase activity. The objective of this work was solubilize and
characterize the enzyme responsible for the Ca?*-ATPase activity. The Ca**-ATPase
was partially solubilized with 600 mM NaCl and the soluble fraction from this assay
(S4) was better characterized. We noticed in SDS-PAGE a strongly stained
polypeptide with 205 kDa and two others with 130 and 102 kDa. 600 mM NacCl
inhibits about 40% of P3 Ca**-ATPase activity, and 84% with 2 M NaCl. We found in
S4 Mn**-ATPasic activity, corresponding to 40% of the observed with calcium, and
no Mg®"-ATPase activity was detected. In presence of Zn** or Fe?* the ATPase
activity was null and when incubated with cobalt, copper, barium, litium or Fe?, the
ATPase activity correspond to less than 20% of the Ca?*-ATPase activity. The Ca*'-
ATPase activity was completely inhibited by magnesium, copper ou zinc. Cobalt,
manganese, Fe®* or Fe?* inhibited in more than 60% such activity, and barium and
litium didn’t affect the calcium-dependent activity. In this work, the Ca®*-ATPase
activity of Pachymerus nucleorum larvae was partially solubilized with 600 mM NaCl
and presents Ca?*-ATPase activity inhibited by magnesium.

Keywords: Pachymerus nucleorum, larvae, Ca?*-ATPase, solubilization.



3. INTRODUGAO

Pachymerus nucleorum Fabricius 1792 € uma espécie de besouro bruquineo
pertencente a uma subfamilia de coleodpteros tropicais (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae) dos quais ha espécies que se alimentam de sementes de vegetais
economicamente importantes para o homem (Southgate, 1979; Anderson & May,
1985). P. nucleorum destaca-se por ser predador natural de castanhas babagu e de
outras palmeiras (Gallo, 1988; Alvarez, 2005). Calosobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus (Boheman) pertencem a mesma subfamilia Bruchinae e se alimentam
de sementes de leguminosas como feijao branco, Vigna unguiculata (Abate &
Ampolfo, 1996) e feijao comum, Phaseolus vulgaris (Southgate, 1979; Dendy &
Credland, 1991), respectivamente. Acanthoscelides obtectus, outro predador de
feijao comum, é responsavel por causar prejuizos importantes em estoques desses

graos (Goossens et al., 2000).

Em seu desenvolvimento, a fémea de P. nucleorum deposita seus ovos nos
frutos de babacgu caidos, as larvas eclodem e penetram através dos canais de seiva
ou do hilo (poro funcional) do coco. Elas se alimentam das améndoas assimilando
Oleos e proteinas e tecem um casulo, onde ficam até tornarem-se adultos. Para sair,
o adulto faz um orificio na rigida estrutura do fruto do babacgu, e assim termina seu
ciclo (May et al., 1985; Gallo, 1988; Fairman, 1992). Ataques por essa praga
acarretam varios prejuizos para familias subsistentes do babagu.

As Ca®*-ATPases sdo ATPases de membrana envolvidas no transporte de
calcio (Carafoli, 1991). Varios eventos nas células eucarioticas sdo desencadeados
pela entrada de calcio no citosol, incluindo contragdo muscular, fertilizacao,
transporte de vesiculas e expressao génica (Carafoli, 1991; Carafoli, 2004). O papel
das Ca®*-ATPases de membrana plasmatica e reticulos € bombear o calcio para
fora da célula ou para seus reservatorios intracelulares e, dessa forma, manter os
niveis plasmaticos de calcio em estado basal, apos o término de sua agéo (De Meis,
1991; Abu-Abed et al., 2002, Carafoli, 2005). Ca®*-ATPases isoladas de reticulo
sarcoplasmatico possuem pesos moleculares em torno de 100 kDa (Nakamura et
al., 1983), enquanto Ca?*-ATPases isoladas de membrana plasmatica tém de 135 a
140 kDa (Guerini et al., 2003).



Algumas miosinas Il também expressam alta atividade Ca®*-ATPasica
(Pollard & Korn, 1973; Pollard, 1982). Elas possuem duas cadeias pesadas de
aproximadamente 200 kDa e caracterizam-se por apresentar, em condi¢cboes
fisioldgicas, estimulacdo de atividade Mg?*-ATPasica por F-actina (Maruta & Korn,
1977). As miosinas expressam também atividade K'/EDTA-ATPasica, ou seja,
atividade ATPasica na auséncia de cations divalentes e presenga de alta
concentracdo de ions potassio. (Pollard & Korn, 1973). No caso das miosinas, essa
classe de ATPases t&m a caracteristica particular de exibir, além de atividade Mg?*
e Ca®"-ATPasica, uma alta atividade na presenca de KCl 600 mM e auséncia de
cations bivalentes (atividade K'/EDTA-ATPasica) (Pollard & Korn, 1973; Pollard,
1982). Miosina V, por exemplo, apresenta atividade Mg?*-ATPasica estimulada por
calcio, que é regulada pela ligacdo de calmodulina no dominio pescog¢o da cadeia
pesada (Nascimento et al., 1996).

Em estudos sobre ATPases de insetos neste laboratoério, foi obtida a partir de
larva de Pachymerus nucleorum, uma fragao precipitada rica em atividade Ca®-
ATPasica. Essa fragdo apresentou, além de atividade Ca*-ATPasica, atividade
K'/EDTA-ATPasica equivalente & metade da Ca?-ATPasica. A atividade Ca?*-
ATPasica foi inibida 50% por magnésio 0,25 mM (Cruz & Coelho, 2006) e em cerca
de 90% por cobre 0,5 mM ou zinco 0,25 mM (Dias e Coelho, 2006). O objetivo deste
trabalho foi solubilizar a enzima responsavel pela atividade ATPasica obtida a partir
de larva de Pachymerus nucleorum no intuito de posterior purificacdo e

caracterizagao.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Reagentes

Os reagentes imidazol, EDTA, EGTA, -mercaptoetanol, ATP, inibidores de
proteases, reagentes para eletroforese, sacarose, pirofosfato tetrasédico, Triton X-
100, KCI, CoCl,, FeSO4 foram obtidos de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). Os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE)

O perfil de polipeptideos das fracdes foi analisado em SDS-PAGE usando o
sistema descontinuo de Laemmli (1970) e o sistema de placas empregado por
Studier (1973). Os mini-géis foram preparados em gradiente de concentragdo de 5 a
22% ou concentracdo fixa de 7% de acrilamida. Os géis foram montados entre
placas de vidro e alumina de 10 x 7,5 x 0,06 cm.

A separacéo eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em tampao Tris 25
mM pH 8,5, EDTA 2mM, glicina 0,2 M, SDS 2,5 mM, sob corrente constante de 30
mA. Os géis foram corados com coomassie brilhant blue R250 0,125% em metanol
50% e acido acético 10% e descorados em solucdo de metanol 10% e acido acético
12,5%.

As amostras para gel foram preparadas adicionando 90 uL da fragdo em 10
ML de tampao de amostra (Tris-HCI 187 mM, pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6 mM, glicerol
27,6%, bromofenol 3 mM e B-mercaptoetanol 28,8 mM), e aquecendo a 100°C por 5

minutos.

O caélculo do peso molecular aproximado dos polipeptideos em gel foi
realizado segundo o método de Lambin et al. (1976).



4.3. Dosagem de proteinas

A concentragdo protéica das amostras foi determinada segundo o método
quantitativo de Bradford (1976). Uma curva padrédo de dosagem de soroalbumina
bovina (BSA) foi preparada para cada analise.

4.4. Dosagem da atividade de hidrélise de ATP

A dosagem colorimétrica do ortofosfato inorganico liberado durante a reacao
de hidrolise de ATP foi realizada segundo o método de Heinonen & Lahti (1981), o
qual utiliza solugdo de dosagem de fosfato inorganico composta por acetona PA,
acido sulfurico 5N e molibdato de aménio 10 mM, na proporgao de 2:1:1. Para a
dosagem de atividade cation-ATPasica, utilizou-se o meio de reagédo imidazol 25
mM pH 7,5; DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM e cations em concentragao 4 mM.

Volumes pré-determinados de amostras das fragcbes protéicas foram
adicionados aos meios de incubacgao e o volume final de 200 uL foi completado com
adicdo de agua Milli-Q. A reagéo foi iniciada com adi¢gao do substrato (concentragcéo
final de 1 mM), seguida de incubagédo a 37°C durante 15 minutos. Apds este tempo,
a reacgao foi interrompida com a adigdo de 2 mL de solugdo de dosagem de fosfato

inorganico.

4.5. Obtencio da fragdo soltvel rica em atividade Ca®*-ATPasica

As larvas foram retiradas dos frutos de babacgu, lavadas com agua Milli-Q e
dissecadas para a retirada do aparelho digestivo. O corpo gorduroso foi
homogeneizado em tampao de extragao (imidazol 50 mM pH7,5, sacarose 250 mM,
EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, aprotinina 2 pg/mL e
benzamidina 1 mM) na proporgéo de 0,1 g de tecido por mL de tampao em triturador
elétrico ESGE®. O homogeneizado foi filtrado em gaze esterilizada e centrifugado a
15.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O precipitado (P1) foi homogeneizado em
tampédo 1 (Imidazol 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM,
benzamidina 0,1 mM) contendo Triton X-100 0,2%, deixado em temperatura
ambiente por 20 minutos e centrifugado a 15.000 x g durante 30 minutos a 4°C. A
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fragao precipitada (P2) foi ressuspensa em tampao 1, contendo pirofosfato de sodio
50 mM, incubado a temperatura ambiente (25°C) por 20 minutos e centrifugada a
40.000 x g a 4°C durante 40 minutos. O precipitado (P3) foi ressuspenso em tampéo
1 contendo NaCl 600 mM e centrifugado a 40.000 « g a 4°C por 40 minutos. A fragéo
S4 foi recuperada e o precipitado ressuspenso em tampao 1.
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5. RESULTADOS

A Ca?*-ATPase isolada de larva de Pachymerus nucleorum encontra-se na
forma de precipitado, e para sua melhor caracterizacao, € importante purifica-la. No
processo de purificagdo, torna-se necessario que a fragdo esteja em um estado
soluvel, desagregado de outros componentes que de alguma forma interfiram na
sua ligagao ao grupamento ligante das resinas de cromatografia de troca idnica, ou
mesmo impeg¢a uma boa separagdo no caso das colunas de filtragcdo em gel. No
caso de enzimas, a incubagao com seus substratos ou o aumento da forga idnica

pode proporcionar a solubilizacio.

Ensaios preliminares mostraram que o efeito de NaCl e KCI na solubilizacéo
da atividade Ca®*-ATPasica foi gradativo & medida que a concentracéo do sal foi
aumentada (resultados n&o mostrados). NaCl 600 mM recuperou parte da atividade
ATPasica de P3 e o seu principal polipeptideo foi o de 205 kDa (Figura 1).
Observou-se, também, polipeptideos de 130, 102 e 45 kDa, que aparecem corados
mais fracamente no gel, e esta fracdo soluvel foi utilizada para os ensaios de

caracterizagao.

P3 S4 P4
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54-u (o}
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. @
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Figura 1: SDS-PAGE de solubilizagao de P3 com NaCl. Foram aplicados 6 uL de P3 e
P4, e 20 yL de S4 em gel gradiente de poliacrilamida de 5 a 22%, que foi corado com
Comassie Brilliant Blue-R 250. Os valores a esquerda representam os pesos moleculares
dos principais polipeptideos da fracado P3.
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A atividade Ca?*-ATPasica de P3 foi de cerca de 100 nmols Pi/mL/min e a K*-
EDTA-ATPasica 50 nmols Pi/mL/min (Figura 2) A fragdo soluvel S4 apresentou
atividade Ca*-ATPasica de 10 nmols Pi/mL/min e n&do apresentou atividade
K'/EDTA-ATPasica. A fracdo recuperada P4 apresentou atividade Ca*-ATPasica
por volta de 50 nmols Pi/mL/min, enquanto que a K'/EDTA-ATPasica correspondeu

a cerca de metade desse valor.

120+
100 [

ica
2]
?

33
?

=]
o
1
D
i

N
i

(nmols Pi/mL/min)
» (=23
o o
1 1

Atividade
K-EDTA-ATPasica
(nmols Pi/mL/min)

8

Atividade Ca?*-ATPas
3
1

n
o
L

|

P3 S4 P4 P3 S4 P4

o

o

(A) (B)

Figura 2: Atividade Ca*-ATPasica e K'/EDTA-ATPasica das fragées P3, S4 e P4: 50 L
de P3 e P4 e 100 pL de S4 foram adicionados ao meio de reagao Imidazol 25 mM pH 7,5,
DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, contendo CaCl, 4 mM (A) ou KCI 600 mM (B). A
reagao foi iniciada com a adicdo de ATP 1 mM, seguido de incubagéo a 37°C durante 15

minutos e foi interrompida com adigéo de solugdo de dosagem de fosfato inorgéanico .

Para detectarmos se NaCl exerce interferéncia na atividade Ca?*-ATPasica,
foram feitos ensaios utilizando varias concentragbes do sal. O aumento da
concentracdo de NaCl causou inibicdo crescente da atividade Ca®"-ATPasica de P3
. NaCl 600 mM inibiu cerca de 35% da atividade controle, chegando a 84% com

NaCl 2 M (Figura 3).
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Figura 3: Efeito de NaCl na atividade Ca?*-ATPasica de P3. 125ug de proteinas da
fragdo P3 foram adicionados ao meio de reagdo Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA
1 mM, KCI 60 mM, CaCl, 4 mM e NaCl nas concentragdes indicadas. A reacao foi iniciada
com a adigdo de ATP 1 mM, seguido de incubagéo a 37°C durante 15 minutos e foi
interrompida com adigéo de solugao de dosagem de fosfato inorganico.

No intuito de comparar a atividade ATPasica de S4 e P3 em relagdo ao
requerimento de cations, a atividade ATPasica da fracdo S4 foi testada na auséncia
e presencga de varios cations (Figura 4). A atividade ATPasica na presenga de calcio
foi mais evidente, liberando cerca de 24 nmols Pi/mL/min (ou 2490 nmols
Pi/mg/min). A atividade ATPasica na presenga de manganés foi 40% da
correspondente ao calcio. Na auséncia de cation ou quando adicionado cobalto,
cobre, bario, litio ou ferro no estado reduzido a atividade ATPasica correspondeu a
menos de 20% da observada quando em presenca de calcio. Na presenca de
magneésio, zinco ou ferro no estado oxidado a atividade ATPasica foi nula. Este fato
também observado quando adicionado ascorbato, utilizado para evitar a oxidacao
espontanea do ferro do estado ferroso para férrico.
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Figura 4: Efeito de cations na atividade ATPasica de S4. 1 ug de proteina da fragédo S4
foi adicionado ao meio de reagédo Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60
mM e 4 mM de cada cation indicado. A reagéao foi iniciada com a adigao de ATP 1 mM,
seguido de incubagao a 37°C durante 15 minutos e foi interrompida com adigéo de solugao
de dosagem de fosfato inorgéanico.

O efeito de cations na atividade Ca®*-ATPasica de S4 também foi testado.
Magnésio, cobre, zinco e ferro no estado reduzido causaram alta inibicdo da
atividade Ca?*-ATPasica (Figura 5). Ferro no estado oxidado e cobalto inibiram, mas
em menor proporcdo, a atividade Ca?*-ATPasica. Bario e litio ndo inibiram a
atividade. Em presenca de ascorbato, a atividade Ca?*-ATPasica de S4 foi n&o foi

alterada.
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Figura 5: Efeito de cations na atividade Ca**-ATPasica de S4. 1 ug de proteina da fragéo
S4 foi adicionado ao meio de reagao Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI
60 mM, CaCl, 4 mM e 4 mM de cada cation indicado. A reagéo foi iniciada com a adigcéo de
ATP 1 mM, seguido de incubagao a 37°C durante 15 minutos e foi interrompida com adigéao
de solugéo de dosagem de fosfato inorganico.

A estabilidade da atividade Ca®*-ATPasica de S4 foi testada, como
representado no histograma a seguir (Figura 6). Apos trés dias, mais de 70% da
atividade Ca?*-ATPasica foi perdida quando a fragéo foi mantida a 4°C.
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Figura 6: Estabilidade da atividade Ca?*-ATPasica de S4. 1 ug de proteinas da fracdo S4
armazenada a 4°C pelo tempo indicado foi adicionado ao meio de reacao Imidazol 25 mM
pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM e CaCl, 4 mM. A reacgao foi iniciada com a
adigéo de ATP 1 mM, seguido de incubagado a 37°C durante 15 minutos e foi interrompida
com adigao de solugdo de dosagem de fosfato inorganico.
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6. DiscussAo

A atividade Ca®*-ATPasica de P3 (cerca de 100 nmols Pi/mL/min) obtida
neste trabalho foi o dobro da K'/EDTA-ATPasica (Figura 2), dados semelhantes
aqueles apresentados por Cruz & Coelho (2006). Como a fragcdo P3 apresenta
atividade K'/EDTA-ATPasica, uma caracteristica de miosinas, que por sua vez sdo
solubilizadas com alto sal, a fragdo P3 foi tratada com alta concentragdo do mesmo.
A fragdo solubilizada (S4) apresentou somente atividade Ca*-ATPasica (10 nmols
Pi/mL/min), e a fracdo precipitada (fragdo P4) tanto atividade Ca**-ATPasica quanto
K'/EDTA-ATPasica. Desta forma, o tratamento da fracdo P3 com NaCl solubiliza
apenas a atividade Ca?*-ATPasica, ficando a K'/EDTA-ATPasica no precipitado.

O efeito de NaCl na atividade Ca?*-ATPasica de P3 foi testado, e analisando
a Figura 3, 600 mM do sal inibiu cerca de 35% da atividade Ca?*-ATPasica de P3,
inibicdo esta que chegou a 85% quando em alta concentragdo (2 M). Esse resultado
é importante, pois foi usado NaCl para solubilizar a atividade Ca**-ATPasica de P3,
e concentracdes elevadas deste estdo presentes nos sobrenadantes e podem inibir
a hidrdlise de ATP.

Alto sal promoveu solubilizagdo mais eficiente do polipeptideo de mobilidade
relativa de 205 kDa e mais fracamente aqueles de 130 kDa e 102 kDa,
correspondentes a massa molecular proxima de Ca*-ATPases isoladas de
membrana plasmatica, 135 a 140 kDa (Guerini et al., 2003), e de Ca**-ATPases
isoladas de reticulo sarcoplasmatico de musculo, 102 kDa a 105 kDa (Nakamura et
al., 1983) (Figura 1). Embora o principal polipeptideo da fragdo S4 possua
mobilidade relativa similar a cadeia pesada de miosina Il (Warrick & Spudich, 1987)
e V (Espindola et al., 1992) no foi detectada atividade K'/EDTA-ATPasica nessa
fracdo. Provavelmente este polipeptideo ndo esta relacionado com miosina Il. A
sensibilidade da atividade Ca®*-ATPasica da fragdo S4 a tapsigargina (ver capitulo
2) indica que uma Ca*-ATPase, e ndo miosina seja a responsavel pela atividade
Ca?*-ATPasica dessa fragdo. Outros ensaios mostraram solubilizacéo da atividade
Ca?*-ATPasica de P3 com valores crescentes até 600 mM de NaCl, sendo que a
partir dessa concentragdo, a atividade do sobrenadante é reduzida (dados nao

mostrados). A atividade Ca®*-ATPasica da fragdo solubilizada com 600 mM de
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NaCl (S4) foi cerca de 10% da atividade Ca**-ATP4sica observada em P3, enquanto
a atividde Ca**-ATPasica de P4 foi de cerca de 40%.

A atividade ATPasica da fragdo S4 foi testada na presenca de diferentes
cations (Figura 4). As Ca?*-ATPases necessitam da presenca de calcio juntamente
com o ATP para realizar sua atividade enzimatica, sendo que alguns ions com
cargas e raios com dimensdes semelhantes podem substitui-lo (Edwards et al.,
1966). Metais pesados como Sr?*, Ba?*, Ni**, dentre outros, podem exercer efeito
estimulatorio na atividade ATPasica sensivel a calcio de membranas de hemacias
em humanos (Pfleger & Wolf, 1975). A fracdo S4 apresentou atividade ATPasica
apenas na presenga de calcio (25 nmols Pi/mL/min) ou manganés (10 nmols
Pi/mL/min). Em P3 também foi revelado apenas atividade em presenga de calcio e
manganés, esta Ultima equivalendo a 50% da Ca®*-ATPasica (Cruz & Coelho,
2006). Quando incubada com os demais ions (magnésio, cobalto, cobre, zinco,
bario, litio, Fe®*", Fe?*) a atividade ATPasica foi muito baixa ou nula. Ascorbato,
utilizado para reduzir o ferro, ndo teve efeito na atividade ATPasica.

A atividade Ca?*-ATPasica da fracdo P3 foi fortemente inibida por magnésio,
cobalto, cobre ou zinco (Cruz & Coelho, 2006). Ensaios de inibigao por cobre e
zinco sobre a atividade Ca?*-ATPasica de P3 mostraram que cobre 0,5 mM ou zinco
0,25 mM inibem em 90% a atividade em presenga de calcio (Dias & Coelho, 2006).
A fragdo soltvel S4 obtida neste trabalho também teve sua atividade Ca®*-ATPase
sensivelmente inibida por magnésio, cobre, zinco, e mais levemente por cobalto
(Figura 5). Estudos mostraram que Ca®*-ATPases de membrana também requerem
magneésio, além do calcio, em sua atividade de hidrolise de ATP (Semark &
Vilhardt, 1979; Hakim et al., 1982), e que o magnésio acelera a reagao de
fosforilacdo e desfosforilagcdo da enzima, mas sempre na presenca de calcio
(Carafoli, 1991). A atividade Ca*-ATPasica de larva de P. nucleorum em questdo
contrasta com esses trabalhos, pois foi sensivelmente inibida na presenca de
magnésio. Ao ser incubada com bario ou litio, a atividade Ca*-ATPasica nao foi
alterada.

A atividade Ca?*-ATPasica de S4 foi levemente perdida se estocada por até 2
dias a 4°C, sendo que a partir do 3° dia a perda foi de cerca de 70% (Figura 4). Este

tempo foi significativamente menor se comparado a estabilidade da fracdo P3, cuja
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atividade foi mantida por até 12 dias de armazenamento sob as mesmas condigdes
(Cruz & Coelho, 2006).

Neste trabalho foi obtida uma fragdo soluvel a partir de larva de Pachymerus
nucleorum com presenca de atividade Ca?-ATPasica sensivelmente inibida por
cobre e zinco, e, diferentemente das outras Ca®-ATPases conhecidas, ndo
apresentou atividade Ca**-ATPasica em presenca de magneésio.
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CAPITULO 2

Efeito de tapsigargina na atividade Ca**-ATPasica de larva de

Pachymerus nucleorum (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae)
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1. RESumo

Ca®*-ATPases sdo ATPases envolvidas no transporte de calcio através de
membranas. As Ca®*-ATPases de reticulo sarcoplasmatico e endoplasmatico s&o
irreversivelmente inibidas por concentragdes micromolares de tapsigargina. O
objetivo deste trabalho foi testar o efeito de tapsigargina na atividade Ca**-ATPasica
isolada a partir de larva de Pachymerus nucleorum, um besouro pertencente a
subfamilia Bruchinae. As larvas de P. Nucleorum foram homogeneizadas, e a fragao
precipitada (fragdo P3) ndo solubilizada com Triton X-100 e pirofosfato, foi utilizada
para os testes de inibicdo por tapsigargina. Tapsigargina 140 uM inibiu cerca de
80% e 95% da atividade Ca?*-ATPasica da fracdo P3, quando adicionada no inicio
ou 5 minutos antes de iniciar reagao, respectivamente. Pré-incubacdo com ATP ou
calcio preveniu parcialmente a inibicdo da atividade Ca®*-ATPasica por tapsigargina,
assim como pré-incubacéo na presenca de ATP e calcio. Os resultados mostrados
neste trabalho sugerem que a ATPase isolada de larva de P. Nucleorum trata-se de
uma Ca?**-ATPase.

Palavras-chave: Pachymerus nucleorum, Ca®*-ATPase, tapsigargina.
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2. ABSTRACT

Ca®*-ATPases are ATPases involved in transport of calcium across
membranes. Sarcoplasmic and endoplasmic Ca?*-ATPases are irreversibly inhibited
by thapsigargin in micromolar concentrations. The objective of this work was to test
the effect of thapsigargin on Ca®"-ATPase activity isolated from Pachymerus
nucleorum larvae, a beetle especie that belongs to Bruchinae coleoptera subfamily.
The P. nucleorum larvae were homogeneized and the precipitated fraction (P3
fraction) not solubilized with Triton X-100 was used to thapsigargin inhibtion tests.
Thapsigargin 140 pM inhibit about 80% and 90% of Ca?-ATPase activity of P3,
when added in the begin or 5 minutes before the start reaction, respectivelly. Pre-
incubation with ATP or calcium partially prevented the inhibition of Ca%*-ATPase
activity. The inhibition was completely prevented with pre-incubation with both ATP e
calcium. The results showed in this work suggest that the ATPase isolated from P.

Nucleorum larvae treats of a Ca%*-ATPase.

Keywords: Pachymerus nucleorum, Ca®*-ATPase, thapsigargin.
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3. INTRODUGAO

As ATPases sao enzimas que utilizam energia liberada da hidrélise do fosfato
y do ATP para realizar suas fungdes. As Ca®*-ATPases sdo ATPases envolvidas no
transporte de calcio através de membranas e s&do constituidas por 10 dominios
transmembrana organizados na estrutura da bicamada lipidica (Carafoli, 2005).
Fertilizacdo, transporte de vesiculas e regulagdo da expressdo génica sao
processos celulares regulados pelo aumento transiente dos niveis de calcio
plasmaticos (de Meis, 1991). As Ca*-ATPases possuem uma longa cauda C-
terminal onde se localiza o dominio ligante de calmodulina, constituindo um exemplo
de autorregulagao da sinalizag&o por calcio. O sistema € ativado pela interagdo com
Ca?*-calmodulina para expulsar para fora da célula o excesso de calcio presente no
interior celular (Carafoli, 2002). Ca?-ATPases sdo encontradas também em
organelas, fazendo parte da membrana de reticulo sarcoplasmatico e
endoplasmatico, sendo que nesses casos, sua fungdo € bombear o calcio de volta
para seus reservatorios, mantendo assim os niveis homeostasicos de calcio no

citoplasma (Carafoli, 2005).

As Ca?*-ATPases utilizam como substrato o ATP e s&o estimuladas pelo
aumento da concentragdo do calcio no citoplasma (Carafoli, 1991). As Ca?®'-
ATPases sao fortemente inibidas estequiometricamente e irreversivelmente por
tapsigargina, um sesquiterpeno natural promotor de tumores pertencente a familia
das lactonas (Ley et al., 2004). Suas agdes incluem perda de transporte de calcio e
de atividade ATPasica dependente de calcio, bem como impedimento da formagao
do complexo enzima-ATP quando na auséncia do cation (Thastrup et al., 1990;
Kijima et al., 1991). Estudos comprovaram que a inibigao por tapsigargina ocorre em
uma etapa do ciclo ATPasico da enzima no qual ela esta livre de calcio, e pré-
incubagdes com o ion previne a inibigdo (Sagara et al., 1992; Wells & Arbercrombie,
1998). A interacdo enzima-inibidor € muito forte mesmo em baixas concentragdes
deste ultimo e extremamente rapida e, ao contrario de outros estudos que defendem
que a inibicdo ocorre no estado enzimatico livre de calcio, o estado fosforilado da
ATPase também foi inibido por esse efetor (Lytton et al., 1991).

Recentes pesquisas neste laboratorio obtiveram uma fracdo de larva de
Pachymerus nucleorum rica em atividade Ca®"-ATPasica, cujo perfil eletroforético
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apresenta polipeptideos com mobilidades relativas similares & Ca®**-ATPases de
reticulo e membrana plasmatica. O objetivo deste trabalho foi testar o efeito de
tapsigargina sobre a atividade Ca®"-ATPasica isolada de larva de Pachymerus

nucleorum.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Reagentes

Os reagentes imidazol, EDTA, EGTA, B-mercaptoetanol, ATP, inibidores de
proteases, reagentes para eletroforese, sacarose, pirofosfato tetrasodico, Triton X-
100, KCI, e tapsigargina foram obtidos de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). Os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2. Obtencido da fragio rica em atividade Ca**-ATPasica

As larvas foram retiradas dos frutos de babagu, lavadas com agua Milli-Q e
dissecadas para a retirada do aparelho digestivo. O corpo gorduroso foi
homogeneizado em tampao de extragéo (imidazol 50 mM pH7,5, sacarose 250 mM,
EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, aprotinina 2 pg/mL e
benzamidina 1 mM) na proporgéo de 0,1 g de tecido por mL de tampao em triturador
elétrico ESGE®. O homogeneizado foi filtrado em gaze esterilizada e centrifugado a
15.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O precipitado (P1) foi homogeneizado em
tampédo 1 (Imidazol 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM,
benzamidina 0,1 mM) contendo Triton X-100 0,2%, deixado em temperatura
ambiente por 20 minutos e centrifugado a 15.000 x g durante 30 minutos a 4°C. A
fragao precipitada (P2) foi ressuspensa em tampao 1, contendo pirofosfato de sodio
50 mM, incubado em temperatura ambiente (25°C) por 20 minutos e centrifugado a
40.000 4 g a 4°C durante 40 minutos. O precipitado (P3) foi utilizado para ensaios de
inibicado por tapsigargina. Uma fragéo soluvel obtida por tratamento de P3 com NaCl
(ver capitulo 1) também foi submetida a inibigdo por tapsigargina.

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE)

O perfil de polipeptideos das fragdes foi analisado em SDS-PAGE usando o
sistema descontinuo de Laemmli (1970) e o sistema de placas empregado por
Studier (1973). Os mini-géis foram preparados em gradiente de concentragdo de 5 a
22% ou concentracdo fixa de 7% de acrilamida. Os géis foram montados entre
placas de vidro e alumina de 10 x 7,5 x 0,06 cm.
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A separacéo eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em tampao Tris 25
mM pH 8,5, EDTA 2 mM, glicina 0,2 M, SDS 2,5 mM, sob corrente constante de 30
mA. Os géis foram corados com coomassie brilhant blue R250 0,125% em metanol
50% e acido acético 10% e descorados em solucdo de metanol 10% e acido acético
12,5%.

As amostras foram preparadas adicionando 90 pL da fragdo em 10 uL de
solugao contendo Tris-HCI 187 mM, pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6 mM, glicerol 27,6%,
bromofenol 3 mM e (B-mercaptoetanol 28,8 mM. Em seguida, foram submetidas a
fervura a 100°C por cinco minutos e aplicadas em gel.

O caélculo do peso molecular aproximado dos polipeptideos em gel foi
realizado segundo o método de Lambin et al. (1976).

4.4. Dosagem de proteinas

A concentragdo protéica das amostras foi determinada segundo o método
quantitativo de Bradford (1976). Uma curva padrédo de dosagem de soroalbumina
bovina (BSA) foi preparada para cada analise.

4.5. Dosagem da atividade de hidrélise de ATP

A dosagem colorimétrica do ortofosfato inorganico liberado durante a reacao
de hidrdlise do substrato foi realizada segundo o método de Heinonen & Lahti
(1981), o qual utiliza solugdo de dosagem de fosfato inorganico composta por
acetona P.A., acido sulfurico 5N e molibdato de aménio 10 mM, na proporgcédo de
2:1:1. Para a dosagem de atividade Ca*-ATPasica, utilizou-se o meio de reagéo
imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e KCI 60 mM.

Volumes pré-determinados de amostras das fragbes protéicas foram
adicionados aos meios de incubacao e o volume final de 200 uL foi completado com
adicdo de agua Milli-Q. A reagéo foi iniciada com adigao do substrato (concentragcéo

final de 1 mM), seguida de incubagéo a 37°C durante 15 minutos. Apos este tempo,
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a reacao foi interrompida com a adigdo de 2 mL de solugdo de dosagem de fosfato

inorganico.
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5. RESULTADOS

A fragdo P3 e S4 apresentaram atividade Ca’*-ATPasica e possuem
polipeptideos com mobilidades relativas similares a Ca?*-ATPases de reticulo
endoplasmatico e sarcoplasmatico (Figura 1).
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Figura 1: SDS-PAGE de solubilizagao de P3 com NaCl. Foram aplicados 6 uL de P3 e
P4, e 20 yL de S4 em gel gradiente de poliacriiamida de 5 a 22%, que foi corado com
Comassie Brilliant Blue-R 250. Os valores a esquerda representam os pesos moleculares
dos principais polipeptideos da fracao P3.

Tapsigargina, um inibidor especifico dessas Ca?*-ATPases, inibiu a atividade
Ca*-ATPasica de P3 e S4 em cerca de 80% (Figura 2).
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Figura 2: Efeito de tapsigargina na atividade Ca*-ATPasica de P3 e S4. 50 L da fragdo
P3 (A) e 100 pL de S4 (B) foram adicionados ao meio de reagao Imidazol 25 mM pH 7,5,
DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, CaCl, 4 mM. A reacao foi iniciada com adicdo de ATP
1 mM na auséncia ou presenga de tapsigargina 140 uM, conforme indicado, seguido de
incubagao a 37°C durante 15 minutos e interrompida com adi¢gao de solugdo de dosagem
de fosfato inorganico.
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A inibicdo da atividade Ca®*-ATPasica de P3 por tapsigargina foi menor
quando nao houve pré-incubagdo com o inibidor (Figura 3). No ensaio pré-
incubando a fragdo com tapsigargina por cinco minutos, a inibicdo foi mais
acentuada. Pré-incubacdo com tapsigargina 50 e 140 pM inibiram respectivamente
cerca de 45 e 95% da atividade Ca?*-ATPasica total de P3.
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Figura 3: Efeito da pré-incubagdo com tapsigargina na atividade Ca**-ATPasica de P3.
100 uL da fragdo P3 foram adicionados ao meio de reagao imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1
mM, EDTA 1 mM e KCI 60 mM e incubados na auséncia ou presenga de tapsigargina
conforme indicado. (A) Tapsigargina adicionada imediatamente apds o inicio da reagéo. (B)
Tapsigargina adicionada 5 minutos antes do inicio da reacgdo. Iniciou -se a reagédo com a
adigédo de ATP 1 mM e CaCl; 4 mM, seguido de incubagéo a 37°C durante 15 minutos e
interrompida com adigéo de solugao de dosagem de fosfato inorganico.

Estudos demonstraram que a inibicdo de Ca®*-ATPases por tapsigargina
pode ser prevenida por pré-incubagdo com calcio. A inibicdo da atividade Ca®'-
ATPasica por tapsigargina foi parcial com pré-incubagdo com ATP 1 mM ou CaCl; 4
mM (40% e 32%, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4: Efeito da pré-incubagdo com ATP ou CaCl; na inibigdo da atividade Ca*-
ATPasica de P3 por tapsigargina. 100 pL da fragdo P3 foram adicionados ao meio de
reagéo (Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e KCI 60 mM), e pré-incubado a
37°C por 5 minutos, na auséncia (-) ou presenga de ATP ou calcio, conforme indicado. A
reagédo foi iniciada com ATP e, imediatamente adicionou-se tapsigargina. O tempo de
incubacgao foi de 15 minutos e a reagao foi interrompida com adigao de solugdo de dosagem
de fosfato inorganico. No controle n&o foi adicionado tapsigargina.

Pré-incubacdo com ATP e calcio preveniu parcialmente a inibicdo da
atividade Ca?*-ATPasica de P3 por tapsigargina (Figura 5). Apds 5 minutos pré-
incubando com ATP em presencga de calcio, a adi¢do de tapsigargina 140 yM nao

foi capaz de reduzir a atividade Ca?*-ATPasica.
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Figura 5: Efeito de pré-incubacido com ATP e CaCl, na inibicido da atividade
Ca?-ATPasica de P3 por tapsigargina. 100 uL da fragdo P3 foram pré incubados com
ATP 1 mM e CaCl, 4 mM em meio de reacdo Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1
mM e KCI 60 mM por 5 minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado ou néo tapsigargina 140
MM, conforme indicado, incubado por mais 15 minutos e a reagao interrompida com adigéo
de solugéo de dosagem de fosfato inorganico.
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6. DiscussAo

Tapsigargina é um inibidor estequiométrico e irreversivel de Ca?*-ATPases
de reticulo endoplasmatico e sarcoplasmatico (Lytton et al., 1991), e sua agédo causa
perda de transporte de calcio e de atividade ATPasica dependente de calcio
(Thastrup et al., 1990; Kijima et al., 1991), além de impedir a formagao do complexo
enzima-ATP no estado de baixa afinidade por calcio, (Sagara et al., 1992). As
respostas inibitorias sdo extremamente rapidas mesmo em baixas concentra¢des do
inibidor, além de nao serem revertidas com aumento da concentragdao de ATP
(Lytton et al., 1991). Tapsigargina 140 uM inibiu sensivelmente a atividade Ca?*-
ATPasica tanto da fracdo P3 quanto de S4 de larva de P. Nucleorum (Figura 2). No
ensaio de pré-incubagdo com tapsigargina 140 yM, a inibigdo da atividade Ca*'-
ATPasica de P3 foi cerca de 95% (Figura 3), valor maior que o observado no ensaio
sem preé-incubagao com inibidor, que foi de cerca de 80%. Esse resultado indica que
a inibicdo é mais acentuada quando é dado um tempo de interacao entre enzima e

inibidor antes do inicio da reagao de hidrolise do ATP.

Estudos evidenciaram que pré-incubagdes de Ca®*-ATPases com calcio pode
impedir que a tapsigargina se ligue a enzima e inative-a (Kijima et al., 1991; Sagara
et al.,, 1992). Neste trabalho este fato também foi observado, visto que a atividade
Ca®*-ATPasica da fragdo P3 pré-incubada com calcio seguida de adicdo de
tapsigargina foi de 32% do controle (sem inibidor) (Figura 4). Pré-incubagdo com
ATP também evitou que a inibicdo da atividade Ca?*-ATPasica por tapsigargina
fosse maior, restando 40% do total. Estes resultados mostram que tanto o calcio
quanto o ATP proporcionam efeito protetor na enzima contra a inibigdo por
tapsigargina. Uma vez obtidos esses resultados, era esperado que pré-incubagao
com ATP e calcio também prevenisse a inibicdo por tapsigargina. Apos cinco
minutos de reacdo da enzima em presenca de ATP e calcio, a adicdo de
tapsigargina resultou em interrupgao parcial da atividade hidrolitica de ATP, a qual
correspondeu a cerca de metade da apresentada no controle (sem tapsigargina),
cujo tempo foi também de 15 minutos (Figura 5). Observa-se nessa fragdo que a
atividade ATPasica especifica diminui com o tempo de incubagido, assim como
observado por Dias & Coelho (2006). Apds 5 minutos de pré-incubagédo com ATP e

34



calcio, a atividade Ca?*-ATPasica foi de 47 nmols Pi/mL/min. Ja apds 20 minutos de
incubagao, a atividade Ca**-ATPasica foi de apenas 55 nmols Pi/mL/min.

Este trabalho forneceu evidéncias de que a atividade Ca®-ATPasica isolada
de larva de Pachymerus nucleorum pode ser proveniente de uma Ca?-ATPase de
reticulo, uma vez que € sensivel a tapsigargina (Seemark & Vilhardt, 1979).
Diferentemente de Ca®*-ATPase de reticulo, a ATPase da fracdo obtida de larva de
P. Nucleorum é sensivelmente inibida por magnésio (Hakim et al., 1982; Peinelt &
Apell, 2002). Cobre e zinco também inibem fortemente a atividade Ca®*-ATPasica

desta fracao.

Embora algum fator endégeno possa ser o responsavel pela inibicao por
magnésio, vale resssaltar que essa inibicdo manteve-se também na fragdo S4, na

qual alguns polipeptideos foram eliminados.
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