UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA

(Associacao Ampla entre a UNICENTRO e a UEPG)

Purificacao e Caracterizagao de uma
esterase especifica da fase larval em duas

espécies de Drosophila do grupo repleta

VANESSA FALCHETTI LOPES

Guarapuava
2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA

(Associacao Ampla entre a UNICENTRO e a UEPG)

Purificacao e Caracterizagao de uma
esterase especifica da fase larval em duas

espécies de Drosophila do grupo repleta

Dissertagcao de mestrado apresentado ao
programa de P6s Graduagao em Biologia
Evolutiva da Universidade Estadual do
Centro Oeste em associacdo com a
Universidade Estadual de Ponta Grossa,
como parte dos requisitos para obtengao
do titulo de mestre em Ciéncias
Biologicas (Area de concentragdo em

Biologia Evolutiva)

Guarapuava
2012



Catalogacao na Publicagao
Biblioteca da UNICENTRO, Campus Cedeteg

Lopes, Vanessa Falchetti
Purificacdo e caracterizagdo de uma esterase especifica da
fase larval em duas espécies de Drosophila do grupo repleta /
Vanessa Falchetti Lopes. — — Guarapuava, 2012
xiv, 69 f. :il. ; 28 cm

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-
Oeste, Programa de Pds-Graduagao Em Biologia Evolutiva, em
associacdo com a Universidade Estadual de Ponta Grossa, area
de concentragao: Biologia Evolutiva, 2012.

Orientador: Rogério Pincela Mateus

Co-orientador: Hamilton Cabral

Banca examinadora: Carlos Roberto Ceron, Marcos Pileggi

1. Biologia evolutiva. 2. Drosophila — fase larval. 3. Espécie.
4. Esterase larval. 5. EST-4. |. Universidade Estadual do Centro-
Oeste. Programa de Pdés-Graduacao Associado em Biologia
Evolutiva Unicentro/UEPG. Il. Titulo.

CDD 574.87




Orientador

Prof. Dr. Rogério Pincela Mateus

Co-orientador

Prof. Dr. Hamilton Cabral



A minha maior dadiva: Natalina e José Roberto.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por minha vida.

Aos meus pais, Natalina e José Roberto, e irmaos Aline e Fernando que
mesmo distantes sempre me incentivaram com suas palavras de amor, carinho
e confiancga, vocés sao a melhor e maior dadiva de minha vida.

Ao Professor Doutor Rogério Pincela Mateus, meu orientador, pelo
“acolhimento” que foi indispensavel para realizagdo deste projeto, pelo
incentivo, credibilidade e confianca depositada em mim, e, sobretudo pela sua
amizade, saiba que sem sua valiosa ajuda eu nao teria conseguido realizar
este trabalho.

Ao Professor Hamilton Cabral, pelo espaco e suporte técnico laboratorial
cedido durante toda a parte experimental deste trabalho, por sua simpatia,
paciéncia, ensinamentos e acima de tudo pela sua disponibilidade em sempre
atender seus alunos.

Ao Professor Doutor Carlos Roberto Ceron, pelo empréstimo das
populagdes de Drosophila utilizadas neste trabalho e a professora Maura
Manfrin pelo espaco concedido em seu laboratério para manutencao das
linhagens.

A todos os meus colegas de laboratério (Tecnologia Enzimatica), pelo
ambiente de trabalho descontraido, adorei ter conhecido todos vocés.

Aos colegas pds-graduandos, (em especial meu grande amigo Roni) que
sempre tém uma palavra amiga nos momentos mais dificeis da pés-graduacéao.

A amiga e técnica do Laboratério de Tecnologia Enzimética, Natalia
Rosa, pelo empenho e dedicagdo em seu trabalho, e interesse pelo trabalho de
todos os alunos que usam este laboratério.

Aos meus queridos amigos: Vitor, Gislaine e Andrea pelas excelentes
horas de descontragao, palavras amigas e companheirismo. Vocés sao 6timos!

A fundacdo Araucaria, pelo auxilio financeiro.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Detecgdo da atividade esterasica em gel de poliacrilamida 10%
mostrando a EST-4 parcialmente purificada obtida a partir de larvas de terceiro
estadio tardio de D. mulleri (A) e D. arizonae

Figura 2 . Gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) a 10% mostrando
a purificacao total da EST-4 obtida a partir de larvas de terceiro estadio tardio

de D. mulleri (A) e D. arizonae

Figura 3. Efeito de pH sobre a atividade (A) e estabilidade frente ao pH (B) da
esterase EST-4 obtida a partirde D. mulleri .................cooooeeecciiiiiiiiiieeeeee e 22

Figura 4: Efeito do pH sobre a atividade (A) e estabilidade frente ao pH (B) da
EST-4 obtida a partir de D.
2 740 ] oI 1= S 23

Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade esterasica de D. mulleri (A) e
D. @riZONAE (B) ..vvvveeeeiee i 24

Figura 6. Efeito de inibidores sobre a atividade das esterases EST-4 obtidas a

partir de D. mulleri (A) e D. arizonae

Figura 7. Efeito de ions na atividade da esterase EST-4 obtida a partir de D.

mulleri (A) e D. arizonae



Aem
BICINE
CAPS
EDTA
HEPES
MES

PMSF

SDS
SDS-PAGE
TAPS

LISTA DE ABREVIAGOES UTILIZADAS

Comprimento de onda de emissao
N,N-Bis (2-hidroxietil) glicina
3-Ciclo hexilaminopropano -1-acido sulfénico
Acido etilenodiaminotetracético
4- (2-Hidroxietil) piperazina-1- acido etano sulfénico
4- Acido Morfolinoetanosulfénico
Fluoreto de fenilmetilsulfonila
Dodecil sulfato de sédio
Gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio

N-[tris (Hidroximetil) metil]-3-aminopropanosulfonato



SUMARIO

INTRODUGCAO

OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencao das espécies.

Purificacdo da EST-4

Cromatografias de troca ibnica e exclusdo de massa molar.

Zimograma: Deteccdo da atividade em gel

Certificacdo da pureza das amostras.

Ensaio da atividade da EST-4

Quantificagéao de proteinas

Caracterizagao bioquimica funcional da EST-4

Efeito do pH sobre atividade e estabilidade da esterase.

Efeito da temperatura sobre atividade da esterase.

Efeito de inibidores sobre atividade esterasica.

Efeito de ions sobre atividade esterasica

Estudos de cinética enzimatica

RESULTADOS E DISCUSSAO

PURIFICACAO DA ESTERASE LARVAL PRODUZIDA POR D. mulleri e D.
arizonae

Cromatografia por exclusdao de massa molar

Cromatografia por troca iénica.

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA ESTERASE LARVAL EM D. mulleri e
D. arizonae.

Efeito do pH sobre atividade e estabilidade da EST-4 purificada a partir de
D. mulleri e D. arizonae.

Efeito da temperatura sobre atividade da EST-4 purificada a partir de D.
mulleri e D. arizonae..

Efeito de inibidores sobre a atividade da EST-4 purificada a partir de D.
mulleri e D. arizonae.

Efeito de ions sobre atividade da EST-4 purificada a partir de D. mulleri e D.

arizonae.

13
13
14
14
15
15
15
16
16
17
17
17
17
18
19
19

19

20

21

21

24

25

27



Parametros Cinéticos da EST-4 obtida a partir de D. mulleri e D. arizonae
CONCLUSOES

29
32
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 33



RESUMO
Um grupo de enzimas bioquimicamente importante em insetos € o das
esterases. Embora estas tenham sido extensivamente estudadas, ainda n&o
esta esclarecido o papel fisioloégico da maioria delas. Neste trabalho foi feito um
estudo de purificagdo e caracterizagdo bioquimica da EST-4 (esterase larval)
de duas espécies do grupo Drosophila repleta, Drosophila mulleri e Drosophila
arizonae, com intuito de estabelecer parametros comparativos entre estas
enzimas nestas espécies, a fim de verificar se ha padrées bioquimicos que
permitam uma diferenciagao funcional das enzimas nas mesmas. Para tanto a
EST-4, purificada através de cromatografias de exclusdo de massa molar e
troca idnica, foi submetida a ensaios bioquimicos, nos quais revelaram que em
D. mulleri esta enzima mostrou atividade 6tima na temperatura de 40 a 45°C e
pH 7,5, mantendo maior estabilidade em pH alcalino, na faixa de pH 8,0-10.
Foi classificada como serino esterase, uma vez que sua atividade foi inibida na
presenca de PMSF. Com relacdo ao estudo sobre efeito de ions metalicos,
notou-se que nenhum ion modulou negativamente a EST-4, e o ferro foi o que
maior exerceu efeito modulador positivo na atividade enzimatica. O mesmo
procedimento foi adotado para a EST-4 de D. arizonae, sendo que a mesma
mostrou atividade enzimatica 6tima em temperatura 40°C e pH 8,0, mantendo
maior estabilidade em pH acido, na faixa de pH 5,5-6,5, e também pode ser
classificada como serino esterase. Com relagdo ao ensaio de ions metalicos, o
Fe*? teve efeito contrario ao encontrado em D. mulleri, ou seja, atuou como
modulador negativo. O Al*? inibiu praticamente 100% a atividade enzimatica e
os ions Na* e Cu* tiveram efeito modulador positivo. Foram realizados estudos
cinéticos investigando a influéncia do substrato p-nitrofenil acetato na atividade
enzimatica, e apesar da EST-4 de D. mulleri apresentar maior afinidade pelo
substrato citado, a EST-4 de D. arizonae demonstrou maior V.« € eficiéncia
catalitica em condicdes ideais de reacdo. Em suma, podemos inferir, com base
nos dados da caracterizagao e cinética, que a EST-4 de D. mulleri e D.
arizonae apresentam diferenciacdo funcional e bioquimica, uma vez que
apresentaram propriedades distintas frente ao substrato utilizado, além de

diferengas pontuais com relagdo aos ensaios de caracterizagao.
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ABSTRACT
Esterases form a group of biochemically important enzymes in insects.
Although they have been extensively studied, it is still unclear the physiological
role of most of them. In this work, the purification and biochemical
characterization of EST-4 (larval esterase) from two species of the Drosophila
repleta group, Drosophila mulleri and Drosophila arizonae, was performed in
order to establish comparative parameters between these enzymes in these
species and to check for biochemical patterns that allow a functional
differentiation of enzymes in these species. Both EST-4 were purified by
molecular weight exclusion and ion exchange chromatographies and were
biochemically analyzed, which revealed that, in D. mulleri, this enzyme has
optimal activity at temperatures from 40 to 45C and pH 7.5, maintaining
stability in alkaline pH in the range of pH 8.0 to 10. In this species it was
classified as serine esterase, since its activity was inhibited in the presence of
PMSF. The effect of metal ions revealed that no ion negatively modulated EST-
4, and that iron had the most positive modulating effect exerted on this enzyme
activity. For the EST-4 of D. arizonae, and enzyme activity showed the same
optimum temperature (40C) and pH (8.0), maintainin g stability in acidic pH in
the pH range from 5.5 to 6.5 and was also classified as a serine esterase. The
metal ions test demonstrated that Fe*? had the opposite effect that was found in
this enzyme of D. mulleri, serving as a negative modulator. The Al*® inhibited
the enzyme activity almost 100% and Na* and Cu*? had a positive modulation
effect. Kinetic studies were performed investigating the influence of substrate p-
nitrophenyl acetate in enzyme activity, and despite D. mulleri’'s EST-4 had a
higher affinity for this substrate, D. arizonae’s showed higher Vmax and
catalytic efficiency in optimal conditions of reaction. Therefore, it can inferred,
based on the characterization and kinetic data, that the EST-4 from D. mulleri
and from D. arizonae presented biochemical and functional differentiation as
they showed different properties compared to the substrate used, and slight

differences with respect to the characterization tests.



1. INTRODUGCAO

1.1 Grupo repleta

O grupo repleta € o maior grupo neotropical, abrangendo mais de 90
espécies, e atualmente € composto por 5 subgrupos: repleta, mercatorum,
hydei, mulleri e fasciola. O maior € o subgrupo mulleri, com mais de 51
espécies descritas e praticamente todas as suas espécies usam cactaceas
como local de criagao (Bachli, 2011).

Wasserman (1982a) inicialmente dividiu esse subgrupo em 5 complexos
de espécies aparentadas, porém atualmente existem 10 complexos de
espécies neste subgrupo (Bachli, 2011). As duas espécies objeto deste estudo
pertencem a dois destes complexos: D. arizonae ao complexo mojavensis e D.
mulleri ao complexo mulleri. Segundo Ruiz et al. (1990), as espécies
pertencentes a estes complexos utilizam quase 30 espécies diferentes de
cactos naturais de desertos da América do Norte pelo menos durante um
estagio de seu ciclo de vida.

As espécies do grupo repleta ocupam diferentes habitats, mas a maioria
delas, incluindo D. arizonae e D. mulleri, sao fitéfagas, ovopositando em
cladédios em decomposicao de varias espécies da familia Cactacea. Elas séao,
portanto, dependentes desses tecidos em decomposicao pelo menos durante o
estagio larval. As larvas se desenvolvem alimentando-se de leveduras
especificas envolvidas neste processo (Barker e Starmer, 1982; Pereira et al.,
1983; Heed e Mangan, 1986; Barker et al., 1990; Powell, 1997; Etges e
Jackson, 2001; Matzkin et al., 2006), de acordo com o sistema cacto-levedura-
Drosophila. As larvas, portanto, sdo especialistas. Ja os adultos também
podem se alimentar de leveduras de cactos em decomposi¢cdo, porém eles
visitam outras fontes alimentares, sendo assim generalistas. Pelo fato da
especificidade larval quanto ao sitio de criacdo, as areas de distribuicdo das
espécies deste grupo sao dependentes da distribuicdo desses vegetais,
acompanhando suas areas de ocorréncia (Throckmorton, 1982; Wasserman,
1982b; Tidon-Sklorz e Sene, 1995; Powell, 1997).

Insetos fitofagos apresentam-se como excelentes sistemas modelos
para estudos das bases genéticas e ecoldgicas da adaptagéo e divergéncia

populacional, uma vez que as plantas hospedeiras constituem um fator



ambiental imediato, que pode afetar estagios iniciais do ciclo de vida
(Fogleman, 1982; Fogleman e Abril, 1990; Fanara et al., 1999, 2004, 2006;
Fanara e Hasson, 2001; Matzkin e Eanes 2003; Matzkin, 2004, 2005; Matzkin
et al., 2006; Carreira et al., 2006; Soto et al., 2007a, 2007b, 2008a, 2008b,
2008c, 2008d).

A exploragdo de uma nova planta hospedeira pode resultar em um
ajuste genético com relagdo a uma nova fonte de alimentagdo, nichos
quimicamente diferentes, que algumas vezes pode incluir componentes
potencialmente toxicos, novos ambientes de acasalamento, parasitoides,
bactérias e fungos (Kircher, 1982; Fogleman e Abril, 1990; Via, 1990; Fogleman
e Danielson, 2001).

Este tipo de alteragdo pode favorecer a divergéncia em caracteristicas
associadas com o desempenho em novos hospedeiros, tais como tempo de
desenvolvimento, ovoposi¢ao e sobrevivéncia (Mitter e Futuyma, 1983; Etges,
1990; Jaenike e Holt, 1991; Fanara e Hasson, 2001; Jaureguy e Etges, 2007,
Soto et al., 2007a, 2008a), e sistemas sensoriais, tais como aqueles envolvidos
com olfato e paladar (Dambroski et al., 2005; Markow e O’Grady, 2005;
McBride, 2007; Smadja e Butlin, 2008). Estas alteracbes sédo o resultado de
uma série de modificagdes fisioldgicas, incluindo aquelas relacionadas com

sistemas bioquimicos associados com a adaptacdo ao novo ambiente.

1.2 Isoenzimas - esterases

Segundo a comissdo de Nomenclatura Bioquimica da IUPAC-IUB,
(International Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of
Biochemistry 1977), isoenzimas podem ser definidas como multiplas formas
moleculares de uma enzima que ocorrem dentro de uma unica espécie e séo
resultado da presenca de mais de um gene estrutural.

A origem destas formas moleculares multiplas geralmente pode ser
atribuida ndo sé a presenga de mais de um loco génico, mas também a mais
de um alelo em um mesmo loco. Assim, em ambos 0s casos, 0s produtos
génicos sao diferentes. Por outro lado, no ultimo caso em particular, as formas
enzimaticas resultantes podem ser chamadas de aleloenzimas (ou aloenzimas,

ou ainda alozimas), sendo esta classe de proteinas variantes responsavel



pelos polimorfismos enzimaticos observados e mais estudados em populacdes
naturais (Wagner et al., 1974).

Um grupo de enzimas bioquimicamente importante em inseto é o das
esterases. Este grupo compreende um conjunto heterogéneo de enzimas
hidroliticas amplamente distribuidas entre os seres vivos, que catalizam a
hidrélise dos ésteres, além de peptideos, amidas e haletos (Walker e
Mackness, 1983).

Por apresentarem uma enorme diferenciagdo em seus padrdes
enzimaticos, as esterases tém sido amplamente utilizadas para estudos
evolutivos, taxondbmicos e bioquimicos, sendo que algumas delas ja tiveram
suas sequéncias de aminoacidos estabelecidas e o0os genes responsaveis
sequenciados e localizados cromossomicamente (Robin et al., 2000; Balakirev,
2003; Gomes e Hasson, 2003).

Em insetos, elas tém sido extensivamente estudadas, embora ainda nao
esteja esclarecido o papel fisiolégico da maioria delas. Nesses organismos ha
evidéncias de que elas participem de diversos processos fisioldgicos (Zhang et
al., 2010), incluindo processos digestivos (Houk et al., 1979; Kapin e Ahmad,
1980; Jones e Bancroft, 1986; Sreerama e Veerabhadrappa, 1991; Argentine e
James, 1995), de processos reprodutivos (Richmond e Senior, 1991; Costa et
al., 1983; Mane et al., 1983; Scott, 1986; Karotam e Oakeshott, 1993; Karotam
et al., 1993), da degradagao de inseticidas (Raymond et al., 1993; Mutero et al.,
1994; Whyard et al., 1994; Feyereisen, 1995), do processo de degradagao de
ferombnios sexuais femininos apds o reconhecimento pelo macho (Vogt e
Riddiford, 1981), e da regulagdo dos niveis de horménio juvenil (Kort e
Granger, 1981; Raushenbakh et al., 1991; Zera e Holtmeier, 1992; Gu e Zera,
1994).

Atualmente, a classificagdo aceita para as esterases € baseada na sua
sensibilidade a trés grupos de inibidores especificos de atividade enzimatica
(Holmes e Master, 1967 apud Oakeshott et al., 1993). Com base neste critério,
sao diferenciadas quatro classes de esterases descritas abaixo:

. Arilesterase - sdo inibidas somente por reagentes que se ligam a grupos
sulfidrilicos e atuam principalmente sobre substratos aromaticos.
. Carboxilesterases - sdo inibidas somente por organofosforados e sua maior

afinidade é por ésteres alifaticos, geralmente acidos de cadeias longas.



. Colinesterases - sao inibidas por organofosforados e carbamatos, e atuam
preferencialmente sobre substratos como ésteres de colina a outros ésteres
alifaticos e aromaticos. Podem ser separadas em acetilcolinesterases e
pseudocolinesterases.

. Acetilesterases - nado sao afetadas pelos inibidores acima citados e
geralmente tem maior afinidade por substratos alifaticos, envolvendo derivados

do acido acético.

1.3 Esterases em Drosophila — EST-4 e EST-5

As esterases no género Drosophila tém recebido consideravel atengao
por motivo de seu alto grau de polimorfismo, sendo a EST-4 e EST-5 de D.
mojavensis fortemente polimérficas e amplamente estudadas (Zouros et. al,
1981; Zouros et al., 1982; Pen et al., 1984; Pen et al., 1986a, 1986b; Pen et al.,
1990; Mateus et al., 2009; Mateus et al, 2011). Todos estes trabalhos
corroboram que ambas esterases sao codificadas por dois locos génicos
estruturais independentes e sdo produtos de um evento de duplicagdo génica.
Posteriormente, houve divergéncia no padrao de expressdao temporal e
tecidual. A regulacao de suas expressoes ao longo do desenvolvimento foram
consideravelmente diferenciadas, com a EST-4 presente somente no final do
ultimo instar larval, e a EST-5 presente em todo ciclo de vida. Com relagao a
distribuicao tecidual, a EST-4 esta presente em alta concentracdo na cuticula
da larva e a EST-5 ocorre predominantemente na hemolinfa e no corpo
gorduroso do inseto (Pen et al., 1984).

EST-4 e EST-5 sado classificadas como [-esterases, codificadas por
genes pertencentes ao cluster das -esterases (Oakeshott et al., 1990, 1993) e
normalmente tém preferéncia por B-naftil esterase, entretanto aloenzimas de
EST-4 tem sido detectada com alteracdo de preferéncia para a-naftil acetato
(Zouros et al., 1982; Pen et al., 1984). Segundo Pen et al. (1990), diferencas na
preferéncia de substrato tém um significado evolutivo quando a mesma indicar
uma mudanca na estrutura enzimatica com efeito fisioldgico.

As esterases EST-4 e EST-5 sdo inibidas respectivamente por PMSF
(fluoreto de fenilmetilsulfonila), inibidor especifico de serino protease, e

malathion (um organofosforado). Assim, a EST-4 pode ser classificada como



acetilesterase e a EST-5 como carboxilesterase (Pen et al., 1984; Mateus et al.,
2011).

Embora as enzimas EST-4 e EST-5 possam ser localizadas em
diferentes lugares no corpo do inseto e serem expressas em periodos
diferentes durante o desenvolvimento, elas sao produtos da duplicagao génica,
essas enzimas exibem 82% de identidade na sequéncia N-terminal de
aminoacidos, além de apresentarem a propriedade de formagdao de um
heterodimero interloco entre EST-4/EST-5, observado por Zouros et al. (1982)
e Mateus et al. (2011), mostrando assim que as mesmas estdo relacionadas
estrutural e evolutivamente (Pen et al., 1986).

Corroborando a hipétese de um evento de duplicagao génica, Mateus et
al. (2009) determinaram as massas molares de EST-4 e EST-5 em duas
espécies do grupo repleta: D. mojavensis e D. arizonae, tendo como resultado
uma variacao entre 81kDa e 91kDa. Mateus et al. (2011) estimaram a massa
molar dessas enzimas em outras quatro espécies deste grupo e chegaram em
resultados muito préximos, entre 80 e 97 kDa, confirmando que estas
esterases apresentam propriedades de isoenzimas verdadeiras, sendo
codificadas por locos génicos distintos.

Estudos posteriores evidenciaram que EST-4 e EST-5 de D. mojavensis
pertencem a uma superfamilia de proteinas homologas entre si e com EST-6 e
EST-P de D. melanogaster, revelando que estas sdo intimamente relacionadas,
pois, apresentam semelhanca de 60% na regiao N-terminal, além de delec¢des
em comum perto dos residuos 24 e 30. Entretanto, apesar desta similaridade,
experimentos com reagao de imunoafinidade, utilizando anticorpos formados
contra estas enzimas, ndo detectaram reagdo imunologica cruzada. Assim, a
diferenciagcdo na sequéncia aminoacidica entre EST-6 e P de D. melanogaster
e as esterases de D. mojavensis parece ser suficientemente grande para néo
permitir reatividade imunoldgica (PEN et al., 1990; Collet et al., 1990).

Em se falando de proteinas homolégas, (Brady et al., 1990) observaram
similaridade de 73% nas sequéncias codificadoras existente para EST-6 de D.
melanogaster e EST-5 de D. pseudoobscura. Todavia estas esterases
correspondentes possuem padrdo de expressdo tecidual e organizagéo
estrutural diferentes, pois a EST-6 de D. melanogaster € um mondmero,

exclusiva de adultos e encontrada apenas no ducto ejaculatério. Ja a EST-5 de



D. pseudoobscura € um dimero, expresso durante todo o ciclo e € encontrado
nos olhos e hemolinfa de ambos os sexos, sugerindo assim que o padrao de
expressao destas esterases sao controlados em nivel de transcrigcao.

Posteriormente Brady et al. (1992) propuseram, com base no exposto
acima e ainda na similaridade de expresséo génica durante o desenvolvimento
e propriedades enzimaticas correspondentes entre estas esterases, uma
histéria evolutiva de duplicagdo génica em Est-6 e Est-P (considerada como
pseudogene WEst-6 por Balakirev e Ayala 1996) de D. melanogaster e Est-5 de
D. pseudoobscura, no qual os eventos de duplicagdes foram responsaveis pelo
polimorfismo e homogeneizagdo encontrado nos genes Est-5 de D.
pseudoobscura (King, 1998).

Em estudo de adaptabilidade em variantes enzimaticas EST-5° e EST-5"
em D. mulleri, Thomazine (2007) verificou que ndo sé a forma EST-5° & mais
resistente a desnaturagcdo, mas também apresentou maior atividade em altas
concentragdes salinas e maior produtividade em termos de descendentes,
porém com relagdo as caracteristicas cinéticas (Vmax € Kp) 0s valores
registrados demonstraram que estas aloenzimas nao diferem de forma
significante. Como fator concluinte, as subunidades destas aloenzimas
apresentaram mesma massa molar, e segundo o autor, a migracao slow e fast
no gel ndo desnaturante € devido a diferentes cargas encontradas nas
proteinas, que possivelmente sofreram mutagcdes em seus aminoacidos e
originaram estas diferencas, sendo esses dados incompativeis com a hipotese
de neutralidade para manuteng¢ao do polimorfismo no loco.

De fato, ha ampla evidéncia indicando que, na maioria dos casos, locos
enzimaticos de genes duplicados séo permanentemente silenciados dentro do
processo evolutivo. Alternativamente, eles tém divergido em suas propriedades
enzimaticas ou em especificidade tecidual ou no tempo de expressao (Zouros
et. al, 1982).

Segundo Catelani et al. (2004), a expressao temporal diferencial das
esterases durante o ciclo de vida dos insetos deve ser uma resposta
provavelmente a atuacdo de mecanismos regulatorios, os quais atuam
diretamente ndo sé na expressdao génica, como também em seus produtos

finais, fazendo com que essas enzimas sejam sintetizadas na medida em que



sdo requeridas para as fungdes metabodlicas que exercem no organismo
durante o seu desenvolvimento.

Assim, a duplicagéo génica tem sido utilizada para explicar a evolugao
das esterases dentro do grupo repleta (Zouros et al., 1982; Pen et al., 1990;
Mateus et al., 2009, 2011) e ainda, de acordo com Robin et al. (2009), alguns
destes genes duplicados poderiam estar perdendo sua funcado tornando-se
pseudogenes em algumas espécies do grupo, provavelmente devido a
flutuacdo dos mesmos em respostas a mudangcas no desenvolvimento e
expressao destas enzimas.

Portanto, como pode ser observado, os dados sobre esterases
originadas de eventos de duplicagdo génica mostram que pode haver
diferenciagcado genética (regulagcdo da expressao, mutagbes na sequéncia de
DNA, entre outras) e bioquimica (especificidade de substrato, composicao de
aminoacidos, entre outras) apos a duplicagdo. Além disso, alteracdes genéticas
e bioquimicas também ocorrem nestas enzimas entre linhagens evolutivas
diferentes, bem como em espécies correlacionadas, tanto entre enzimas
codificadas por genes ortélogos quanto por genes paralogos. Desta forma,
torna-se importante a caracterizacéo destas diferengas para haver uma maior
compreensao dos processos envolvidos na histéria evolutiva destas proteinas,

que sao importantes fisiologicamente.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral purificar e caracterizar
bioquimicamente a EST-4 (também conhecida com esterase larval) em D.
mulleri e D. arizonae duas espécies relacionadas pertencentes ao grupo
repleta. Assim, poderemos estabelecer parametros comparativos entre as
enzimas destas espécies, verificar se ha padrées bioquimicos que permitam
uma diferenciacdo funcional entre elas, o que podera contribuir para o
entendimento dos processos de diferenciacdo desta enzima nas espécies

citadas.

2.2 Objetivos Especificos

- Purificar a EST-4, esterase produzida por larvas de terceiro estadio
tardio, nas duas espécies do grupo repleta: D. mulleri e D. arizonae;

- Realizar ensaios de caracterizagcao bioquimica funcional da EST-4
purificada de ambas as espécies, tais como determinar o efeito de temperatura
e pH na atividade, a estabilidade de pH, o efeito de inibidores e de ions;

- Realizar estudos dos parametros cinéticos da EST-4 purificada em

ambas as espécies;



3. MATERIAL E METODOS
Os materiais e métodos especificos utilizados estao descritos no capitulo

correspondente ao artigo cientifico descrito na se¢ao de Resultados.

4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados no capitulo correspondente ao artigo

cientifico descrito a seguir:

Capitulo |
Purificacdo e Caracterizacdo de uma esterase especifica da fase larval

em duas espécies de Drosophila do grupo repleta



10

RESUMO

Um grupo de enzimas bioquimicamente importante em insetos € o das
esterases. Embora estas tenham sido extensivamente estudadas, ainda n&o
esta esclarecido o papel fisiolégico da maioria delas. Neste trabalho foi feito um
estudo de purificagdo e caracterizagdo bioquimica da EST-4 (esterase larval)
de duas espécies do grupo repleta, Drosophila mulleri € Drosophila arizonae,
com intuito de estabelecer parametros comparativos entre estas enzimas
nestas espécies, a fim de verificar se ha padrées bioquimicos que permitam
uma diferenciagao funcional das enzimas nas mesmas. Para tanto a EST-4,
purificada através de cromatografias de exclusdo de massa molar e troca
ibnica, foi submetida a ensaios bioquimicos, nos quais revelaram que em D.
mulleri esta enzima mostrou atividade 6tima na temperatura de 40 a 45°C e pH
7,5, mantendo maior estabilidade em pH alcalino, na faixa de pH 8,0-10. Foi
classificada como serino esterase, uma vez que sua atividade foi inibida na
presenca de PMSF. Com relacdo ao estudo sobre efeito de ions metalicos,
notou-se que nenhum ion modulou negativamente a EST-4, e o ferro foi o que
maior exerceu efeito modulador positivo na atividade enzimatica. O mesmo
procedimento foi adotado para a EST-4 de D. arizonae, sendo que a mesma
mostrou atividade enzimatica 6tima em temperatura 40°C e pH 8,0, mantendo
maior estabilidade em pH acido, na faixa de pH 5,5-6,5, e também pode ser
classificada como serino esterase. Com relagdo ao ensaio de ions metalicos, o
Fe*? teve efeito contrario ao encontrado em D. mulleri, ou seja, atuou como
modulador negativo. O Al*? inibiu praticamente 100% a atividade enzimatica e
os ions Na* e Cu* tiveram efeito modulador positivo. Foram realizados estudos
cinéticos investigando a influéncia do substrato p-nitrofenil acetato na atividade
enzimatica, e apesar da EST-4 de D. mulleri apresentar maior afinidade pelo
substrato citado, a EST-4 de D. arizonae demonstrou maior V.« € eficiéncia
catalitica em condicdes ideais de reacdo. Em suma, podemos inferir, com base
nos dados da caracterizagao e cinética, que a EST-4 de D. mulleri e D.
arizonae apresentam diferenciacdo funcional e bioquimica, uma vez que
apresentaram propriedades distintas frente ao substrato utilizado, além de
diferengas pontuais com relagao aos ensaios de caracterizagao.

Palavras chaves: Espécie, esterase larval, EST-4, Drosophila
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1. INTRODUGAO

As espécies do grupo repleta ocupam diferentes habitats, mas a maioria
delas, incluindo D. arizonae e D. mulleri, espécies estudadas neste trabalho,
sdo fitéfagas, ovopositando em cladddios em decomposig¢ao de varias espécies
da familia Cactacea. As larvas se desenvolvem alimentando-se de leveduras
especificas envolvidas neste processo (Pereira et al., 1983), de acordo com o
sistema cacto-levedura-Drosophila. As larvas, portanto, sdo especialistas. Ja os
adultos também podem se alimentar de leveduras de cactos em decomposicao,
porém eles visitam outras fontes alimentares, sendo assim generalistas. Pelo
fato da especificidade larval quanto ao sitio de criacéo, as areas de distribuigao
das espécies deste grupo sdo dependentes da distribuicdo desses vegetais,
acompanhando suas areas de ocorréncia (Tidon-Sklorz e Sene, 1995).

Insetos fit6fagos apresentam-se como excelentes sistemas modelos
para estudos das bases genéticas e ecoldgicas da adaptacao e divergéncia
populacional, uma vez que as plantas hospedeiras constituem um fator
ambiental imediato, que pode afetar estagios iniciais do ciclo de vida (Matzkin,
2005; Matzkin et al., 2006). A exploragdo de uma nova planta hospedeira pode
resultar em um ajuste genético e bioquimico com relagdo a uma nova fonte de
alimentagao, nichos quimicamente diferentes, que algumas vezes pode incluir
componentes potencialmente téxicos, novos ambientes de acasalamento,
parasitdides, bactérias e fungos (Kircher, 1982; Fogleman e Abril, 1990; Via,
1990; Fogleman e Danielson, 2001). Estas alteragdes sao o resultado de uma
série de modificagbes fisiologicas, incluindo aquelas relacionadas com
sistemas bioquimicos associados com a adaptacédo ao novo ambiente.

Um grupo de enzimas bioquimicamente importante em inseto é o das
esterases. Este grupo compreende um conjunto heterogéneo de enzimas
hidroliticas amplamente distribuidas entre os seres vivos, que catalisam a
hidrolise dos ésteres, amidas e haletos (Walker e Mackness, 1983). Em
insetos, elas tém sido extensivamente estudadas ha evidéncias de que elas
participem de processos digestivos (Argentine e James, 1995), de processos
reprodutivos (Karotam et al., 1993), da degradacéo de inseticidas (Feyereisen,
1995), do processo de degradacédo de feromdénios sexuais femininos apds o
reconhecimento pelo macho (Vogt e Riddiford, 1981), e da regulagdo dos niveis

de hormonio juvenil (Gu & Zera, 1994).
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As esterases EST-4 e EST-5 de espécies do grupo repleta tém sido
amplamente estudadas (Zouros et al., 1981; Zouros et al., 1982; Pen et al.,
1984; Pen et al., 1986 a; Pen et al., 1986 b; Pen et al., 1990; Mateus et al.,
2011). Todos estes trabalhos mostram que ambas sao codificadas por dois
locos génicos estruturais independentes e, provavelmente, sao produtos de um
evento de duplicacdo génica. Posteriormente houve divergéncia no padréo de
expressdo temporal e tecidual, ja que a regulacdo de sua expressao a
distribuicao tecidual foram consideravelmente modificadas (Zouros et al., 1982;
Pen, et al., 1984).
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado com o apoio e a parceria do Laboratério de
Genética e Evolugdao da UNICENTRO, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Rogério P. Mateus, com o Laboratério de Tecnologia Enzimatica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Hamilton Cabral, e com o Laboratério de Genética Evolutiva de Drosophila da
América do Sul do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto-USP, sob responsabilidade da Profa. Dra.

Maura H. Manfrin.

2.1 Obtencao e manutengao das espécies

Esta parte do trabalho foi realizada nos laboratérios de Genética e
Evolugcdo da UNICENTRO e de Genética Evolutiva de Drosophila da América
do Sul da USP em Ribeirdo Preto. As linhagens das espécies D. mulleri e D.
arizonae, cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP-S&o José do Rio Preto, foram
mantidas em garrafas de vidro de 250 mL, contendo meio de quirera-agar, em
salas de temperatura constante a 25T, com fotoperi odo de aproximadamente
12 horas. As culturas-estoques das moscas foram mantidas por meio de

repiques a cada 7 dias.

2.2 Purificagao da EST-4.

2.2.1 Obtencao das amostras

Além da obtencgao de larvas de terceiro estadio tardio diretamente das
garrafas onde linhagens de laboratério estavam sendo mantidas, foram
realizados cruzamentos intraespecificos com o intuito de se maximizar a
obtencao destas larvas para as duas espécies. Para tanto, machos e fémeas
virgens foram separados e, apds 7 dias, 5 casais foram colocados para cruzar
em garrafas contendo o mesmo meio de cultura de manutengao das linhagens,

sendo realizado um acompanhamento diario do desenvolvimento larval,
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separando aquelas larvas que fossem atingindo a fase de interesse onde a
EST-4 é encontrada. Um total de 10 garrafas para cada espécie foram
montadas neste experimento.

As larvas obtidas foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, e posteriormente foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Os extratos enzimaticos nao purificados foram obtidos por maceracao de
400 larvas de terceiro estadio tardio em tampao fosfato 0,1M pH 6,2 e posterior
centrifugagdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
submetidos a gel de poliacrilamida ndao desnaturante a 10%, conforme descrito
por Mateus et al. (2011), para a detecgéo da presenga ou auséncia da EST-4

(esterase larval).

2.2.2 Cromatografias de troca idnica e exclusao de massa molar.

Apos a obtencédo dos extratos de cada espécie, estes foram utilizados
nos processos cromatograficos. O comportamento das enzimas nos processos
de purificagdo ndo é previsivel, assim cada enzima exige um protocolo
especifico. Basicamente foram adotados procedimentos alternados ou
sequenciais de cromatografia de exclusdo de massa molecular, troca idnica e
afinidade, buscando um efetivo isolamento das esterases alvo.

As cromatografias de exclusdo de massa molar foram realizadas
utilizando a resina G-75 (GE Healthcare). A resina foi empacotada em coluna
apropriada para a realizagdo da cromatografia de exclusdo de massa molar
com dimensdes de 100 x 4cm (altura x didmetro) e aplicado volume de amostra
(extrato das larvas) obedecendo ao volume recomendado (2-5% do volume de
resina) para a resina Sephadex. A eluigdo das esterases foi realizada com
tampao fosfato 0,1M pH 6,2.

O fluxo foi ajustado para 0,6 mL/min com auxilio de bomba peristaltica.
Os eluidos foram coletados em tubos de ensaio com auxilio de coletor de
fragbes e todas as cromatografias foram conduzidas a temperatura de 4°C,
seguindo fragao de 5 mL por tubo.

As fragbes que apresentaram atividade foram reunidas e dialisadas em
tampao TAPS 20 mM pH 8,5 por 24hs a 4°C com 3 trocas. Em seguida o
material dialisado foi submetido a cromatografia de troca ibnica com tampéo
TAPS 20 mM pH 8,5. A resina Sepharose Q (GE Healthcare) foi utilizada
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devido a EST-4 possuir carga negativa. As resinas foram empacotadas em
colunas apropriadas para cromatografia de troca ibnica (GE Healthcare).

Apoés a aplicagao da amostra na coluna, a resina foi lavada com tampéao
de eluicdo TAPS 20 mM pH 8,5 sem NaCl, para remog¢do do material nao
ligado. Em seguida, para a eluicdo das proteinas ligadas foi iniciado o gradiente
salino linear com variacao de 0 a 2 M de NaCl, do mesmo tampéao.

O fluxo foi ajustado para 1,0 mL/min com auxilio de bomba peristaltica.
Os eluidos foram coletados em tubos de ensaio com auxilio de coletor de
fragbes e todas as cromatografias foram conduzidas a temperatura de 4°C,
seguindo fragao de 5 mL por tubo.

2.2.3. Zimograma: Detecgao da atividade em gel

As amostras das diversas fra¢des obtidas apds a pré-purificagéo pela
exclusdo de massa molar (resina G-75 GE Healthcare) foram individualmente
misturadas a 5ul de tampao de amostra (Tris-HCI 0,1M pH 8,8; agua, glicerol,
azul de bromofenol) e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
de acordo com o descrito por Mateus et al. (2011) a voltagem constante de
110V a temperatura ambiente. Para o teste de especificidade aos substratos,
os geéis foram tratados com solugdo de coloragao usual (Mateus et al., 2011),
utilizando a- e B-naftil acetatos, em que os seus produtos foram corados

durante duas horas pelo Fast-Blue RR, com auxilio de um agitador.

2.2.3.1 Certificagdo da pureza das amostras

A pureza das esterases, apds a cromatografia por exclusdo de massa
molar e troca idnica no qual foi utilizada a Sepharose Q (GE Healthcare), foi
certificada por gel de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 10%), segundo
Laemmli (1970), no qual as amostras foram misturas ao tampao de amostra
(Tris-HCI 0,05 M pH 6,8; agua, DTT, azul de bromofenol, SDS e glicerol). Esta
mistura foi fervida por 5 minutos a 96°C e o gel foi corado com nitrato de prata
(See e Jackowski, 1989).

2.3 Ensaio da atividade da EST-4
O ensaio da atividade esterasica foi verificado através do protocolo

descrito por Immanuel (2010) com algumas modificagdes: 25 ul de enzima, 25
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ul de tampao HEPES 0,05M pH 7,0/7,5 para D. mulleri e D. arizonae
respectivamente e 450 ul de substrato p-nitrofenil, sendo que a unidade de
atividade esterasica equivale a um micromol de p-nitrofenil liberado por unidade
de tempo (minuto) sob condigdo de ensaio padrao, sendo esta a quantidade de
enzima requerida para causar o aumento de 0,001Azsonm dentro das condi¢des
de reagdes. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. O calculo da
unidade esterasica foi feito segundo Semionato (2006), no qual a unidade de

enzima é dada pela seguinte féormula:
21 i
T R

Onde:

Abs: absorbancia 410nm

VR: volume da reagao 500ul

e: coeficiente de extingdo molar 18,5mL umol™ cm™ do p-nitrofenil
t: tempo em minutos

VE: volume da enzima 25ul

2.4 Quantificagao de proteinas

A quantificacdo de esterase foi determinada de acordo com método
descrito por Bradford (1976), utilizando curva padrao construida com soro
albumina bovina (BSA).

2.5 Caracterizagao bioquimica funcional da EST-4.

2.5.1 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da EST-4.

A caracterizacdo das esterases em funcdo do pH 6timo e estabilidade
frente ao pH foi realizada com sais de tampdes Good Buffer (Beynon e
Easterby, 1996) com a abrangéncia de pH de 4,5 até 10,5, e variagdes de 0,5
unidades de pH.

A determinacdo do pH étimo de atividade esterasica foi realizada em
diferentes valores de pH utilizando os seguintes tampdes 0,05 M: Acetato (pH
4,5 e 5,0), Mes (pH 5,5, 6,0 e 6,5), Hepes (pH 7,0, 7,5 e 8,0), Bicine (pH 8,5 e

9,0 ) e Caps (pH 9,5, 10 e 10,5). Este ensaio foi realizado de acordo com o
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seguinte protocolo: 25 ul de enzima, 25 ul de tampé&o pH 4,5 até 10,5 e 450 ul
de substrato a 40°C por 30 minutos.

A estabilidade frente ao pH foi determinada com incubacdo da enzima
por 1 hora a 25°C nos diferentes valores de pH, posteriormente houve a
adicdo de 450 ul de substrato e a atividade foi determinadda a 40°C por 30

minutos.

2.5.2 Efeito da temperatura sobre a atividade da EST-4.

A influéncia da temperatura na atividade da esterase purificada foi
realizada em pH 6timo e abrangéncia da temperatura de 25 até 55°C com
variagoes de 5°C. A enzima pura foi misturada a 25 ul de tampao de pH 6timo e
a 450 ul do substrato p-nitrofenil acetato e a atividade enzimatica foi verificada
procedendo incubagdo por 30 minutos nas respectivas temperaturas

anteriormente citadas.

2.5.3 Efeito de inibidores sobre a atividade da EST-4.

A determinacdo da natureza do sitio ativo da esterase foi realizada
segundo o protocolo descrito por Dunn (1989) com modificagbes. Foram
utilizados os seguintes inibidores com concentragdo final de 5mM: PMSF,
EDTA e pepstatina.

A enzima pura foi previamente misturada com 2,5 ul de cada inibidor,
incubada a 40°C por 5 minutos, e posteriomente foi adicionado 22,5 ul de
tampao de pH 6timo e 450 ul do substrato p-nitrofenil acetato e a atividade

enzimatica foi verificada incubado-se por 30 minutos a 40°C.

2.5.4 Efeito de ions sobre a atividade da EST-4.

Os efeitos dos ions metalicos sobre a atividade das esterases foram
investigados pela adicdo de ions monovalentes com concentragao final de
10mM (Li*, Na*, e K*) e divalentes com concentragdo final de 10mM (Ba?",
Ca?*, Mg®*, Mn?*, Fe**, Ni**, Cu*" e Zn?").

A enzima pura foi previamente incubada com 2,5 ul cada agente quimico

(ions) a 40°C por 5 minutos. Posteriormente a atividade enzimatica foi iniciada
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com adicado de 450 ul do substrato p-nitrofenil acetato e 22,5 ul de tampao de
pH 6timo a 40°C por 30 minutos.

2.6 Estudos de cinética enzimatica para EST-4

As cinéticas enzimaticas foram obtidas pela adigdo crescente de
substrato p-nitrofenil acetato com abrangéncia de 0,1 a 1 mM e variagbes de
0,5 unidades, frente a volume fixo de enzima pura (0,01 ug/ml) obtida por
Bradford. Os experimentos foram realizados em pH 6timo a 40°C e a leitura em
espectrofotdbmetro com absorbancia de 410nm.

Os valores cinéticos de Ky, e Vinhax foram obtidos a partir da equacéao de
Michaelis-Menten calculada por regresséo nao linear dos dados de hidrélise do
substrato usando o programa Grafit versdo 5.0. Foram estudados K, Kt €
Ke.atKm determinando a atividade da enzima frente ao substrato p-nitrofenil

acetato em condic¢des ideais de ensaio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Purificagao da EST-4 obtida a partir de D. mulleri e de D. arizonae

3.1.1 Cromatografia por exclusao de massa molar

Para a purificagdo da esterase larval foram utilizados inicialmente
processos cromatograficos por exclusdo de massa molar utilizando resinas
Sephadex G-75. Inicialmente o extrato de enzimas originario da obtencao de
amostra de larvas do terceiro estadio tardio foi macerado e em seguida o
precipitado foi solubilizado em tampao fosfato 0,1M pH 6,2 e aplicado em
cromatografia de exclusdo de massa molar Sephadex G-75.

Nesta etapa ocorreu pré-purificacdo do extrato enzimatico, sendo que o
perfil de eluicdo na cromatografia revelou durante a detecgéo da atividade no
gel de poliacrilamida 10% a presenga da EST-4 purificada quando comparada
com o controle como mostrado na (Figura 1). Cabe ressaltar que, conforme
descrito por Zouros et al. (1982), Pen et al. (1984) e Mateus et al. (2011), a
EST-4 de D. mulleri demonstrou preferéncia pelo B-naftil acetato, tendo neste
caso coloragao rosa como corroborado no presente experimento de purificacéo

demonstrado na figura abaixo.

Controle Controle
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Figura 1. Detecgdo da atividade esterasica em gel de poliacrilamida 10% mostrando a EST-4 parcialmente

purificada obtida a partir de larvas de terceiro estadio tardio de D. mulleri (A) e D. arizonae (B).
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Conforme pode ser observado na figura acima a EST-4 de D. mulleri e
D. arizonae tem preferéncia pelo substrato B-naftil acetato adquirindo coloracéo
rosa.

Com base neste resultado foram escolhidas as fracbes nas quais
estavam presentes a enzima e preparado um gel de poliacrilamida SDS-PAGE
10% para certificacdo da purificagdo da enzima. Tais resultados revelaram a
purificacdo parcial da EST-4 demonstrando a necessidade da utilizacao de

outro método adicional, foi realizado entao a troca idnica.

3.1.2. Cromatografia por troca idnica

Para a purificagao total da esterase larval foram realizados processos
cromatograficos por troca ibnica utilizando Sepharose Q com diferentes
gradientes de concentragdes de NaCl para sua eluigdo. As anadlises das
fragbes obtidas em cada processo cromatografico foram realizadas através de
eletroforese em gel ndo desnaturante para identificacdo da EST-4 e
posteriormente a purificacdo foi certificada através do gel SDS-PAGE 10%,

conforme demonstrada na Figura 2.
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Figura 2 . Gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) a 10% mostrando a purificagao

total da EST-4 obtida a partir de larvas de terceiro estadio tardio de D. mulleri (A) e D. arizonae

(B).

Utilizando o marcador protéico de massa molar por (GE Healthcare) foi
possivel determinar a massa molar da EST-4 e de acordo com a figura acima &
possivel observar que a massa molar da EST-4 purificada de D. mulleri e D.

arizonae é de aproximadamente 45kDa.

3.2 Caracterizagdao bioquimica da EST-4 em Drosophila mulleri e D.

arizonae.

3.2.1 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da EST-4 obtida a partir

de Drosophila mulleri e D. arizonae.

3.2.1.1 Drosophila mulleri

A EST-4 obtida a partir de larvas de terceiro estadio tardio foi submetida
a diferentes tampdes na faixa de pH 4,5-10,5 para a avaliagcao do efeito do pH
na atividade e estabilidade da mesma.

A reacgéo foi realizada a 40°C e o perfil de atividade, segundo a variagao
de pH, mostrou que a esterase larval possui atividade com tendéncia alcalina,
sendo que o pH 6timo de atividade esterasica foi 7,5 (Figura 3-A), ou seja este
valor de pH foi responsavel pelo estado de melhor conformacgao estrutural da
enzima e consequentemente melhor performace catalitica. O contrario foi
observado em pHs acidos, sendo os mesmos responsaveis pela menor
atividade. Cabe ainda salientar a sensibilidade desta esterase frente a
mudancga de pH, visto que, conforme podemos observar na Figura 3-A, sua
atividade cai em quase 60% do pH 7,5 para o pH 8,0 e esta reduziu-se
drasticamente em pH inferiores a 6,5.

No estudo da estabilidade de pH, a EST-4 apresentou menor atividade
esterasica em pH acido, retendo aproximadamente 80% de sua atividade no
intervalo pH 5,0 — 6,5 (Figura 3 - B). No entanto, foi observado que o aumento

de pH foi acompanhado de um aumento na atividade, sendo que a enzima
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apresentou maior estabilidade em pH alcalino, principalmente na faixa de de
pH 8 a 10.
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Figura 3. Efeito de pH sobre a atividade (A) e estabilidade frente ao pH (B) da esterase EST-4
obtida a partir de D. mulleri

3.2.1.2 Drosophila arizonae

A esterase produzida por larvas de terceiro estadio tardio de D. arizonae
foi submetida a diferentes tampdes na faixa de pH 4,5-10,5 para a avaliagao do
efeito do pH na atividade e estabilidade da mesma. A reacgao foi realizada a
40°C e o perfil de atividade, segundo a variacdo de pH, mostrou que a esterase
larval possui atividade com tendéncia alcalina, sendo que o pH 6timo de
atividade proteolitica foi pH 8,0 (Figura 4 — A). Aqui também cabe salientar a
sensibilidade da EST-4 frente a mudancas de pH, visto que sua atividade é
maxima em pH 8,0 e cai bruscamente em pH 8,5 e em pH 9,0 tende a zero,
aléem disso também observou-se que atividade da mesma é drasticamente
reduzida em pH'’s inferiores a 7,0.

No estudo da estabilidade frente ao pH (Figura 4 — B), a EST-4
apresentou

menor retendo

estabilidade esterasica em pH alcalino,
aproximadamente 40% de sua atividade residual no intervalo pH 8,0-10, onde
pode ser notado que o aumento de pH foi acompanhado de uma diminuigcdo em

sua estabilidade enzimatica. Por outro lado, podemos dizer que a enzima
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apresentou maior estabilidade em pH acido, principalmente na faixa de pH de

5,5 — 6,5, nos quais sua atividade foi de aproximadamente 80%, e a partir do

pH 7,0 comecou a diminuir.
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Figura 4: Efeito do pH sobre a atividade (A) e estabilidade frente ao pH (B) da EST-4 obtida a partir de
D. arizonae.

Com base no exposto acima se pode inferir que, com relagcdo ao pH, as
EST-4 de ambas espécies possui uma curva de pH 6timo semelhante, no qual
a maxima atividade é atingida em pH 7,5 para D. mulleri e pH 8,0 para D.
arizonae. Porém, com relacido a estabilidade de pH, o que se observou foi que
em D. mulleri a EST-4 demonstrou maior estabilidade em pH alcalino (na faixa
de pH 8,0 a 10), além de sua atividade aumentar conforme o aumento de pH,
fato este ndo observado em D. arizonae, onde a atividade da EST-4
apresentou maior estabilidade em pH acido (na faixa de pH 5,5 a 6,5), e que o
aumento de pH foi responsavel pela diminuicdo de sua estabilidade enzimatica.

Em trabalho envolvendo a espécie D. mulleri, Thomazine (2007) estudou
variantes enzimaticas da EST-5, enzima codificada pelo gene paralogo ao que
codifica a EST-4 e produtos de uma duplicagdo génica, encontrou para ambas
aloenzimas EST-5" e EST-5%, um perfil de pH parcialmente semelhante aos
resultados aqui obtidos, com atividade maxima na faixa alcalina e menor
atividade em pHs acidos, porém cabe ressaltar que a EST-4 de D. mulleri foi
mais estavel em pH’s acidos que D. arizonae.

Em estudo de caracterizagdo de esterase do horménio juvenil (JHE) em
D. melanogaster, o pico de maior atividade para esta enzima foi encontrado na

faixa de pH 6,0-8,6, no qual o aumento do pH foi proporcionalmente direto ao
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aumento da atividade enzimatica, e por outro lado, em pH acido n&o houve

hidrdlise enzimatica pelo JHE (Campbell et al., 1992).

3.2.2 Efeitos da temperatura sobre a atividade da EST-4 de D. mulleri e D.

arizonae.

Em D. mulleri, o efeito da temperatura na atividade esterasica foi
estudado em pH 7,0. A atividade foi realizada na faixa de temperatura de 25 a
55°C, sendo a temperatura otima para EST-4 de D. mulleri alcangada
aproximadamente no intervalo de 40 — 45°C (Figura 5 - A). Nesta espécie ainda
pode ser observado que o perfil de atividade esterasica produzida mostrou
acentuado decréscimo em sua atividade quando incubada em temperaturas
acima da temperatura 6tima.

Ja em D. arizonae, o efeito da temperatura na atividade esterasica foi
estudado em pH 7,5. A atividade foi realizada na faixa de temperatura de 25 a
55°C, sendo a temperatura 6tima alcangada aproximadamente em 40°C (Figura
5 — B). Nesta espécie, foi detectado que o perfil de atividade da EST-4 mostrou
acentuado decréscimo em sua atividade quando incubada em temperaturas

acima da temperatura 6tima de 40°C.
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade esterasica de D. mulleri (A) e D. arizonae (B)

Ambas as esterases apresentaram pico de atividade maxima
aproximadamente em torno de 40°C, e atividade relativa tendendo a zero

quando incubadas a 55°C. Porém, foi observado que a EST-4 de D. mulleri
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atua em temperaturas superiores quando comparada a D. arizonae. Tal fato é
evidenciado pela atividade enzimatica de quase 100% em 45°C na primeira
espécie, sendo que em D. arizonae esta mesma temperatura foi responsavel
por diminuir em aproximadamente 50% a catalise enzimatica da enzima.

Experimentos de temperatura obtidos por Thomazine (2007)
demonstraram que as variantes da EST-5 de D. mulleri apresentaram maior
atividade relativa em 50°C, entretanto quando as mesmas foram incubadas por
10 minutos em 55°C ndo foi detectada nenhuma atividade para uma das
variantes - EST-5.

Em estudo de fisiologia molecular digestiva em espécie de Musca
domestica (Diptera), Padilha (2009) investigou o efeito da temperatura sobre a
atividade de uma enzima lipolitica recombinante, e obteve dados semelhantes
ao encontrado neste trabalho. A maxima catalise enzimatica pelo substrato
pNP-miristato foi observada a 42°C, e a metade da atividade relativa foi em
torno de 53°C.

3.2.3 Efeito de inibidores sobre a atividade da EST-4 purificada a partir de

D. mulleri e D. arizonae.

Para classificagdo da natureza quimica do sitio catalitico foi estudado o
efeito de inibidores sobre a atividade da EST-4 nas duas espécies com a
incubagado das enzimas na presencga de inibidores, para assim investigar o
principal residuo que compde o sitio ativo da mesma. Nos dois casos 0s
resultados demonstraram que a maior reducdo da atividade esterasica foi
ocasionada por PMSF, ficando em aproximadamente 35% para a enzima de D.
mulleri (Figura 6 — A) e em 90% para a de D. arizonae (Figura 6 — B). Isto
sugere que a EST-4 das duas espécies pertencem a classe de serino
esterases. Segundo Zhou (1994), as serinos catalisam a hidrélise de amidas e
estéres através de ligagdo covalente estér, que por sua vez € formada entre a

porcao acil do substrato e o residuo de serino do sitio ativo dessas enzimas.
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Figura 6. Efeito de inibidores sobre a atividade das esterases EST-4 obtidas a partir de D. mulleri (A) e D.

arizonae (B).

Apo6s analise dos graficos apresentados na Figura 6, foi possivel
perceber que apesar de ambas as enzimas ser inativadas na presenca de
PMSF, houve diferenga em termos de atividade relativa com relagdo ao
mecanismo de inativacdo esterasica frente a este inibidor em ambas as
espécies, com a EST-4 de D. arizonae apresentando uma reducdo muito mais
acentuada da atividade enzimatica quando exposta ao PMSF do que a EST-4
de D. mulleri.

Tais resultados corroboram com o anteriormente descrito por Mateus et
al. (2011), onde a EST-4 de seis espécies pertencentes ao grupo Drosophila
repleta, incluindo as duas estudadas aqui foi inibida por fenilmetilsulfonila
(PMSF). De acordo com Dunn (1989) esta inibicdo deve ocorrer provavelmente
pelo fato deste composto se ligar a hidroxila da cadeia lateral do residuo de
serina, sendo esta ligacao irreversivel e, portanto capaz de impedir a catalise
enzimatica, demonstrando assim a sensibilidade desta enzima frente ao
inibidor citado.

Com respeito ao EDTA, foi detectado que ele foi responsavel pela
inibicdo em aproximadamente 70% da atividade da EST-4 de D. arizonae e
apenas de 35% na de D.mulleri, demonstrando assim que estas esterases

devem ter sua atividade modulada em presencga de ions metalicos, os quais
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foram possivelmente quelados na presenca deste inibidor, resultando na queda
acentuada observada. Ja a pepstatina foi responsavel pela reducdo da
atividade enzimatica da EST-4 em aproximadamente 20% para ambas as
espécies, muito provavelmente este inibidor tenha se ligado ao aspartato que
compdbe a conservada triade catalitica comum as serinos, afetado este residuo
provocando assim reducdo na atividade esterasica, uma vez que e atividade
enzimatica das serinos é indiretamente reforcada pelas interagcdes dos residuos
vizinhos: histidina e aspartato que compdem sua triade catalitica (Zhou et
al.,1994).

No entanto, em estudo de identificagcdo e caracterizacdo bioquimica de
esterases em insetos da espécie Tribolium castaneum (carunchos), Aparecida
et al. (2011) verificaram a atividade enzimatica com a utilizagéo de inibidores e
observou que nenhuma enzima foi inibida por PMSF, e sim por sulfato de
eserina ou malathion, sendo portanto classificadas como colinesterases e
carboxilesteraes, respectivamente.

Em estudo semelhante Hinton (2003), caracterizou bioquimicamente a
esterase do hormoénio juvenil (JHE) de Manduca sexta, sendo o PMSF
responsavel pela inibicdo deste hormdnio in vitro. Alem disso, entre os
inibidores utilizados pelo autor, somente o PMSF exerceu efeito de inibicado na

atividade.

3.2.4 Efeito de ions sobre a atividade da EST-4 purificada a partir de D.

mulleri e D. arizonae.

Os ions metdlicos podem ser determinantes na organizagcdo molecular
da proteina e influenciar sua atividade e estabilidade enzimatica pois os
mesmos podem atuar como cofatores. No estudo sobre o efeito de ions
metalicos na atividade da EST-4 de D. mulleri (Figura 7 — A) foi observado que
o ion Fe*? apresentou um elevado efeito ativador da atividade, praticamente
400% quando comparado ao controle. Este fato pode ser justificado sabendo-
se que ions ligam-se a aminoacidos, e assim influenciam na conformacao
estrutural da proteina, e com isso podem melhorar ou piorar sua conformacao,
influenciando diretamente no exercicio catalitico da enzima (Merheb-Dini et al.,

2009). Neste caso, pode ser proposto que a ligagdo do Fe*? melhorou a
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atividade enzimatica, possivelmente tornando a EST-4 melhor organizada
estruturalmente.

Ainda em D. mulleri, os ions Na* e Ba*? apresentaram um efeito ativador
em torno de 50%. Provavelmente tais ions atuaram como cofatores ligando-se
em local préximo ou no proprio sitio ativo da EST-4 facilitando a fungao
catalitica da mesma. Os ions Co™?, Cu*? Li* e Ca* nao influenciaram na
atividade enzimatica da EST-4 nesta espécie quando comparados ao controle,
ou seja, nao apresentaram efeito modulador da atividade. Os demais ions
promoveram um leve efeito ativador na atividade enzimatica. Cabe salientar
que nenhum dos ions metalicos utilizados neste ensaio teve efeito modulador
negativo sob a agéo esterasica.

No caso de D. arizonae observou-se que os jons Na“ e Cu*? foram
responsaveis pela ativagdo da enzima em quase 70%, seguidos dos fons Co? e
Ba*? (Figura 7 — B). Por outro lado, foi verificado que os ions Fe*?, Li*, Mg*?, Ca
*2 K", Mn*? e Zn*? diminuiram a atividade esterasica comparada ao controle,
especialmente o AI*® que inibiu praticamente 100% a atividade desta enzima.
Partindo do pressuposto que os ions podem influenciar na atividade enzimatica
ao se ligarem a residuos cataliticos ou a aminoacidos da enzimas, estes
resultados sugerem que este ion muito possivelmente se ligou na cadeia lateral
do residuo de serina que compde a triade catalitica comum a serino,
promovendo assim efeito modulador negativo, impedindo que a enzima

exercesse sua funcao catalitica.
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Figura 7. Efeito de ions na atividade da esterdse EST-4 obtida a partir de D. mulleri (A) e D. arizonae (B).
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Dado semelhante foi obtido por Silva (2011), no qual a serino protease
produzida pelo fungo Aspergillus fumigatus Fresenius, durante ensaio de ions
metalicos, teve sua atividade reduzida em torno de 80% na presenca do Al*3,
sendo este entre todos os ions testados o maior responsavel pelo efeito
modulador negativo.

Um fato interessante a ser destacado é o efeito modulador que o Fe*?
teve nas duas espécies estudadas. O mesmo foi responsavel por uma
acentuada ativagao da EST-4 em D. mulleri e, no entanto foi capaz de exercer
efeito modulador negativo em D. arizonae, diminuindo aproximadamente em
40% a atividade esterasica. Além disso, o Al*® também teve um efeito
modulador diverso em ambas as enzimas, pois 0 mesmo nao apresentou
nenhum efeito modulador (positivo/negativo) sob a EST-4 de D. mulleri, todavia
foi responsavel praticamente pela inibigao total da EST-4 em D arizonae.

Assim, a partir dos resultados obtidos neste ensaio, pode ser sugerido
que, apesar de serem enzimas codificadas por genes paralogos com
expressao tecidual e temporal idénticas, elas podem ser consideradas
bioquimicamente distintas quanto a sua catalise, especialmente no que tange a
presenca de ferro e aluminio visto que o efeito modulador de ambos na

atividade enzimatica foi diferente.

3.3 Parametros cinéticos da EST-4 obtida a partir de D. mulleri e D.
arizonae

Um parametro de interesse particular no estudo enzimatico € a
constante de Michaelis Menten K, pois a mesma expressa a afinidade que
uma enzima apresenta pelo seu substrato, onde existira uma determinada
concentracao de substrato que provocara um estado no qual a enzima atingira
metade de sua velocidade maxima, sendo que quanto menor o K, maior a
afinidade da enzima pelo substrato (Lehninger, 2007).

Em se falando de atividade catalitica, cabe salientar que os parametros
cinéticos sado peculiares e intrinsecos de cada relagdo enzima/substrato, ou
seja, dependem da especificidade enzimatica, e atualmente se observa que os

estudos a respeito de dados cinéticos sdo escassos e pouco descritos,
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especialmente no que tange esterases de Drosophila e o substrato utilizado
neste trabalho.

Ao contrario do estudo feito neste trabalho, no qual foram obtidos dados
cinéticos da esterase larval, EST-4, utilizando como substrato o p-nitrofenil
acetato, outros autores tém realizado experimentos de determinacdo de
parametros cinéticos de esterases, contudo com substrato diferente do ja
citado (Campbell et.al., 1998; Zera et. al., 2002).

Em estudo de purificagao e caracterizacao desenvolvido por Zera et. al,
(2002), o horménio juvenil (JHE) presente em Gryllus assimilis hidrolisou
ambos substratos: o a naftii e p nitrofenil éster, e segundo autor o JHE
provavelmente consegue hidrolizar cadeias alifaticas longas de ésteres. Por
outro lado Campbell et. al, (1998) verificaram em estudo de purificagdo e
caracterizagdo cinética que o JHE de Drosophila melanogaster hidrolisou
apenas o substrato a naftil acetato.

No presente trabalho foram realizados estudos cinéticos investigando a
influéncia do substrato p-nitrofenil acetato na atividade da EST-4. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 1, onde pode ser observado D. mulleri
apresentou maior afinidade para o substrato utilizado do que a espécie
relacionada pertencente ao mesmo grupo, D. arizonae. O K, da EST-4 na
primeira espécie € bem menor (0,177mM) do que na segunda (0,74mM),
revelando, assim, que a concentracao de p-nitrofenil acetato para que a enzima
atinja metade da sua velocidade maxima em D. mulleri € menor do que em D.
arizonae.

Entretanto, cabe ressaltar que embora a afinidade da EST-4 por este
substrato em D. mulleri seja maior, percebe-se que sua velocidade maxima é
bem inferior quando comparada a encontrada em D. arizonae, sendo que nesta
a Vmax foi aproximadamente 20 vezes superior (19,33mM/min™),
proporcionando assim uma maior eficiéncia catalitica frente ao substrato p-
nitrofenil acetato.

Com relacdo ao numero de ciclos reacionais executados por unidade de
tempo, Keat, foi possivel inferir que a EST-4 de D. arizonae consegue converter
0 substrato em produto com maior eficiéncia (1933 min™) quando comparada

com a atividade desempenhada pela EST-4 de D. mulleri (94,54 min™).
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A partir do valores obtidos de Ky, Vmax € Kcat, fOi realizado o calculo de
eficiéncia catalitica (kcat/Km) € 0s resultados obtidos (Tabela 1) corroboraram
que a esterase produzida por D. arizonae apresentou maior eficiéncia catalitica
(2583,8 mM™.min™") quando comparada a esterase produzida por D. mulleri
(532 mM™.min™) frente ao substrato p-nitrofenil em condi¢des ideais de reagao.

Assim, o conjunto de dados de caracterizacdo e cinética produzidos
neste trabalho possibilitaram a inferéncia de que as EST-4 destas duas
espécies sao funcionalmente diferentes, uma vez que apresentaram
propriedades bioquimicas distintas nos experimentos de caracterizacdo e de

cinética frente ao substrato utilizado.

Tabela 1. Parametros cinéticos para hidrolise do p—nitrophenil acetato pela EST-4

Espécie Kn (MM)  Viax (MM/min) ket (Min™) Keat/Km (MM™.min™")

D. mulleri 0,17 0,94 94,54 532
D. arizonae 0,74 19,33 1933 2583,8
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4. Conclusodes

A partir deste trabalho foi possivel elucidar, através de parametros de
caracterizagao bioquimica e cinética, as diferencas entre a esterase larval
(EST-4) em duas espécies do grupo Drosophila repleta: D. mulleri e D.
arizonae. Estes parametros indicaram que, apesar da expressao temporal e
tecidual ser igual para ambas as enzimas, as mesmas podem ser consideradas
funcionalmente diferentes com relagéo a algumas caracteristicas bioquimicas e
funcionais.

A EST-4 de D. mulleri apresentou atividade enzimatica 6tima em
temperatura de 43°C e pH 7,5, mantendo-se mais estavel em pH alcalino, na
faixa de pH 8,0-10. Por outro lado a EST-4 de D. arizonae apresentou atividade
enzimatica 6tima em temperatura 40°C e pH 8,0, com maior estabilidade em
pH acido, na faixa de pH 5,5-6,5. Ambas as enzimas foram classificadas como
serino esterases uma vez que tiveram sua atividade inibida na presenca de
PMSF. Porém, este inibidor teve um efeito maior sobre a atividade enzimatica
de D. arizonae.

No estudo sobre efeito de ions metalicos notou-se que em D. mulleri o
ferro foi o que maior exerceu efeito modulador positivo sobre a EST-4. Por
outro lado, o mesmo foi responsavel por um efeito modulador negativo de 40%
sobre a EST-4 de D. arizonae, enquanto os ions Na* e Cu*? tiveram efeito
modulador positivo sobre a mesma. Cabe ressaltar que nenhum ion modulou
negativamente a EST-4 em D. mulleri, enquanto que os ions, Li*, Mg*?, Ca *?,
K, Mn*?> e Zn*? diminuiram a atividade esterasica em D. arizonae,
especialmente o Al*®, que inibiu praticamente 100% a atividade desta enzima.

Com respeito aos dados cinéticos, embora a EST-4 de D. mulleri tenha
apresentado maior afinidade pelo substrato p-nitrofenil acetato, a EST-4 de
D.arizonae apresentou ndo sO maior Vg, mas também maior eficiéncia

catalitica frente a este substrato em condigdes ideais de reacéo.
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