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RESUMO

Virios trabalhos na literatura tém discutido a importancia dos polimorfismos
enzimaticos em relagdo ao estado de ser adaptado dos organismos. Nesse trabalho foram
estudadas algumas propriedades bioquimicas das aloenzimas EST-5° e EST-5" de Drosophila
mulleri, que poderiam estar relacionadas as diferencas em valores adaptativos em individuos
que apresentam essas variantes enzimdticas. Os resultados sugerem que a aloenzima EST-5°
apresenta maior resisténcia a desnaturacdo térmica e a agentes caotrépicos, bem como maior
atividade em altas concentragdes salinas. Os resultados do experimento de produtividade a 29°
C mostram que os individuos homozigotos para o alelo Esz-5° deixam mais descendentes que
os individuos homozigotos para o alelo Esr-5". Quanto as caractetisticas cinéticas, essas
aloenzimas nao diferem de forma significante. Os valores de V,, e K, obtidos para as
enzimas ndo purificadas foram, respectivamente, para a EST-5%: 32,54 uM/min e 1,43 mM, e
para a EST-5": 33,34 uM/min e 1,54 mM. A purificacdo das aloenzimas foi obtida pela
separacdo em SDS-PAGE seguida da remocdo dos géis, elui¢do em agitador magnético para a
difusdo das enzimas e posterior concentracdo desse material em membrana filtrante de 50 kDa
(Millipore). O concentrado foi entdo analisado quanto a atividade esterdsica e quanto a pureza
(SDS-PAGE). Ambeas as aleloenzimas apresentaram uma massa molecular entre 66 e 68 kDa
para a subunidade, em SDS-PAGE. Os resultados do presente estudo ndo sdo concordantes
com a hipétese de neutralidade para a manuten¢do dos polimorfismos, tanto em populacdes
naturais como de laboratério, indicando a atuacdo da selecdo natural sobre as aleloenzimas

estudadas.
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ABSTRACT

Several works in literature have discussed the importance of the enzymatic
polymorphisms in respect to the state of being adapted of the organisms. In this work, some
biochemical properties of Drosophila mulleri of the allozymes EST-5° and EST-5", which
could be related to the differences in fitness values in individuals that present those enzymatic
variants, were studied. The results suggest that the EST-5° allozyme presents larger resistance
on the thermic denaturation and the chaotropics agents, as well as higher activity in elevated
salt concentrations. The results of the productivity experiment at 29°C show that the
homozygous individuals to the Est-5° allele let more offspring than the homozygous
individuals to the Est -5 allele. Regarding the kinetic characteristics, those allozymes do not
differ in a significant way. The K,, and V,,, values obtained for crude extracts allozymes
were, respectively, to the EST-5: 32,54 uM/min and 1,43 mM, and to the EST-5: 33,34
UWM/min and 1,54 mM. The purification of the allozymes was obtained by the separation on
SDS-PAGE followed by their removal from gels, elution in magnetic shaker for the diffusion
of the enzymes and concentration of this material in filtrant membranes of 50 kDa
(Millipore). The concentrated materials were then analyzed regarding to their enzymatic
activity and to the purity (SDS PAGE). Both allozymes presented subunit molecular weights
around 66 and 68 kDa on SDS PAGE. The results of the present study do not agree to
neutrality hypothesis for polymorphisms maintenance, in natural and laboratory populations,

indicating a natural selection action of the on the studied allozymes.
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Introducio

I- INTRODUCAO

I.1 - O grupo repleta

O grupo repleta do género Drosophila (Diptera; Drosophilidae) constitui um bom
modelo biolégico para estudos evolutivos. Atualmente, este grupo compreende cerca de 100
espécies distribuidas nos subgrupos: fasciola, hydei, mercatorum, mulleri e repleta, dentre os
quais o subgrupo mulleri é o mais numeroso, contando atualmente com 44 espécies. Cada
subgrupo, por sua vez, tem sido subdividido em complexos e clusters. O conhecimento atual
sobre a filogenia do grupo repleta estd baseado em dados morfologicos (Throckmorton,
1982a; Vilela, 1983), citoldgicos (Wasserman, 1982, 1992; Powell, 1997), aloenziméticos
(Zouros, 1973; Richardson et al. 1975; Richardson e Smouse, 1976; Richardson et al. 1977,
Heed et al. 1990; Mateus e Sene, 2003) e moleculares (Sullivan et al.1990; Russo et al. 1995,
Spicer, 1995, 1996; Rodriguez et al. 2000; Durando et al. 2000; Tartarenkov e Ayala, 2001).

Como ja mencionado, dentro do grupo repleta o subgrupo mulleri € 0 mais numeroso
com 44 espécies. Este grupo apresenta cinco complexos de espécies, a saber: anceps,
eremophila, meridiana, mulleri e buzzatii. Por sua vez, o complexo mulleri reune as espécies:
Drosophila arizonae, Drosophila mojavensis, Drosophila navajoa, Drosophila aldrich,
Drosophila whelleri e a espécie utilizada neste projeto, a Drosophila mulleri. Andlises
filogenéticas moleculares confirmaram a solidez monofilética do complexo mulleri que
consiste de membros estritamente relacionados (Durando et al. 2000), o que faz com que esse
complexo seja muito utilizado para diversos estudos genéticos e evolutivos.

As espécies do grupo repleta ocupam diferentes habitats, mas sem dudvida, a
caracteristica mais notdvel € a capacidade de utilizarem os cladddios em decomposicdo de
varios tipos de cactos neotropicais para realizar a ovoposicdo e se alimentar de leveduras
presentes nesses vegetais. Essa adaptacdo tem permitido as espécies do grupo ocuparem
desertos e as zonas aridas do Novo Mundo e facilitado a exploragdo de nichos desocupados,
permitindo uma rédpida evolucdo e formacdo de novas espécies (Ruiz e Fontdevila, 1981;
Heed, 1982; Etges et al. 2001; Tidon-Sklorz e Sene, 2001). O grau de utilizagdo dos tecidos
cactaceos € variado entre as espécies. Por exemplo, a maioria das espécies do subgrupo
mulleri utiliza as cactdceas como local de criacdo, chegando a ser indispensdvel a vida de
certas espécies como Drosophila mojavensis que € cactofilica restrita. Ja as espécies do grupo
fasciola, hydei, mercatorum e repleta sdo generalistas, alimentando-se de outros frutos

vegetais (Pereira et al. 1983).
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1.2 — Esterases como isoenzimas

Isoenzimas podem ser definidas segundo a comissao de Nomenclatura Bioquimica da
IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of
Biochemistry), de 1977, “como multiplas formas moleculares de uma enzima que ocorrem
dentro de uma unica espécie, como resultado da presenca de mais de um gene estrutural”. A
importancia das isoenzimas do ponto de vista evolutivo, bioquimico e fisiolégico, torna-se
evidente quando sdo analisadas algumas de suas caracteristicas. Formas moleculares multiplas
das enzimas sdo observadas em todos os organismos, podendo assim desempenhar uma
funcdo especifica no metabolismo em harmonia com outras enzimas no contexto celular. As
isoenzimas freqiientemente apresentam distribui¢cdes diferentes, tanto celular como tecidual, o
que confere versatilidade, flexibilidade e precisdao em termos das vérias fungdes metabodlicas
desempenhadas pelos tecidos. A origem destas formas moleculares multiplas pode ser
atribuida a presenca de mais de um loco génico, ou a mais de um alelo em um mesmo loco.
Assim, em ambos os casos, os produtos génicos sdo diferentes, ¢ no dltimo caso, em
particular, as formas enziméticas podem ser chamadas de aleloenzimas (ou aloenzimas). Esta
classe de isoenzimas € a responsdvel pelos polimorfismos enzimdticos observados em
populacdes naturais.

As aloenzimas apresentam diferentes padroes de mobilidade eletroforética resultantes
de diferencas alélicas e tém se constituido um excelente material para o estudo da questdo da
adaptabilidade ou neutralidade dos polimorfismos, pois suas propriedades diferem entre os
individuos de uma mesma espécie ou entre populagdes que habitam diferentes ambientes.

As esterases encontram-se entre os sistemas enzimdticos que apresentam a maior
diversidade de funcdo e formas isoenzimadticas. Presentes em todos os organismos, elas
compreendem um grupo multifuncional e heterogéneo de enzimas que participam da hidrélise
de ésteres e outros compostos. Nos insetos, estas enzimas estdo envolvidas em varios
processos metabdlicos, incluindo degradacdo de feromonios e do hormonio juvenil (Kort e
Granger, 1981; Jones et al. 1994; Rauschenbach et al. 1994), processos digestdrios (Sreerama
e Veerahadrappa, 1991; Kerlin e Hugues, 1992; Argentine e James, 1995) e reprodutivos
(Richmond e Senior, 1991; Mikhailov e Torrado, 2000). Uma fun¢do importante das
carboxilesterases nos insetos estd relacionada a capacidade de metabolizar varios compostos
agroquimicos, incluindo piretréides, organofosforados e carbamatos (Spackman et al. 1994;

Gupta et al. 2005; Wheelock et al. 2005). Vérias das esterases encontradas nos insetos sao
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altamente polimoérficas, o que justifica suas multiplas atividades no metabolismo desses
organismos.

A classificacdo mais amplamente aceita para as esterases € baseada na sua
sensibilidade a trés grupos de inibidores da atividade enzimdtica (Holmes e Master, 1967
apud Oakeshott et al. 1993), incluindo os reagentes que se ligam a grupos sulfidrilicos (como
exemplo o para-cloromercuriobenzoato — pCMB ou 1odoacetamida), os organofosforados
(exemplo: malathion) e carbamatos (como exemplo o sulfato de eserina). Com base neste
critério, quatro classes de esterases sdo diferenciadas:

. acetilesterases - ndo sdo afetadas pelos inibidores acima citados e geralmente tém maior
afinidade por substratos alifaticos, envolvendo derivados do dcido acético.

. arilesterase - sdo inibidas somente por reagentes que se ligam a grupos sulfidrilicos e atuam
principalmente sobre substratos arométicos.

. carboxilesterases - sdo inibidas somente por organofosforados e sua maior afinidade é por
ésteres alifaticos, geralmente 4cidos de cadeias longas.

. colinesterases - sdo 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.

I.3 - O cluster das B-esterases

Como ja observado, os organismos multicelulares utilizam um amplo conjunto de
enzimas para desempenhar as mais diversas funcdes bioquimicas, e essas enzimas sdo, em
geral, resultantes da evolucio das familias de multigenes. E suposto que a evolugdo dessas
familias tenha ocorrido por meio da duplicacdo génica e posterior divergéncia do gene
duplicado, que adquire novas fungdes. As esterases compreendem um sistema isoenzimatico
que exemplifica esse processo. H4 uma significativa similaridade entre as carboxilesterases e
colinesterases de eucariotos ja seqiienciadas, que podem ser agrupadas em uma familia
multigénica denominada carboxil/colinesterase. Essa familia engloba todas as esterases de
Drosophila seqiienciadas at¢é o momento. A familia das carboxil/colinesterases pode ser
incluida dentro de uma superfamilia chamada o/ hidrolases. Esta inclui também as lipases e
algumas arilesterases de bactérias, que apresentam algumas semelhancas na estrutura tercidria

e na seqiiéncia de aminodcidos (revisdao em Oakeshott et al. 1993) e parecem apresentar um

ancestral comum.
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Em Drosophila, e outros organismos, dois grupos de esterases podem ser distinguidos
com base no substrato hidrolisado in vitro, o grupo das a-esterases e o grupo das B-esterases,
que hidrolisam preferencialmente os substratos sintéticos a-naftil e [-naftil acetatos,
respectivamente. Alternativamente, essas enzimas atuam sobre o o € o -naftil propionato ou
o e o P-naftil butirato. Em Drosophila, o grupo das o-esterases inclui carboxilesterases,
colinesterases e acetilesterases. O grupo das p-esterases € constituido somente por
carboxilesterases, entretanto, Mateus (1997) detectou a presenca de acetilesterases,
caracteristicas da fase larval, em espécies do complexo mulleri.

O grupo das B-esterases tem sido intensivamente estudado no género Drosophila,
desde a estrutura e fun¢@o das enzimas até a estrutura, organizagdo e regulacdo de seus genes.
Virios estudos correlacionam a EST-6 de D.melanogaster com diferentes B-esterases em
outras espécies de Drosophila, sugerindo uma provdvel homologia entre a EST-6 e estas
esterases. Homologia de seqiiéncias nucleotidicas também foi observada para a Est-6 de D.
melanogaster e a Est-5 de Zaprionus indianus, uma B-carboxilesterase detectada
principalmente nos machos desses drosofilideos (Paulino, 2008). Brady et al. (1992)
observaram uma similaridade de 73% nas seqiiéncias codificadoras para os genes Est-6 de D.
melanogaster e Est-5b de D. pseudoobscura. A comparacdo destas seqiiéncias indicou a
distribuicdo de 2 exons intercalados por um intron, de 55bp no caso de D. pseudoobscura,
localizado na mesma posicao do intron de 51bp observado em D. melanogaster. Entretanto, as
enzimas correspondentes (EST-6 e EST-5) mostram claras diferencas quanto a estrutura
quaterndria e ao padrdo de expressao tecidual. A EST-5 de D. pseudoobscura é um dimero de
100kDa, expressa-se em altas concentragdes durante o desenvolvimento e é encontrada nos
olhos e na hemolinfa de adultos de ambos os sexos. A EST-6 € um mondomero de 62kDa, se
expressa primariamente em machos adultos de D. melanogaster e sua atividade € encontrada
apenas em ductos ejaculatdrios. J4 na maioria das espécies do grupo repleta avaliadas até o
momento, observa-se pelo menos duas B-esterases que tem estrutura dimérica, sendo uma
presente em todas as etapas do desenvolvimento e a outra restrita a fase larval, como a EST-1
(todo o ciclo) e EST-J (larval) de D. buzzatii (East, 1982), ou EST-5 (todo o ciclo) e EST-4
(fase larval) de D. mojavensis (Zouros et al. 1982; Pen et al. 1986) e em D. arizonae e D.
mojavensis (Mateus et al. 2008).

A genética cldssica e o avanco das técnicas moleculares permitiram a localizacao
cromossOmica dos genes responsaveis pela codificacdo das B-carboxilesterases. Esses genes
estdo organizados em “clusters”, assim como os genes de outras esterases em Drosophila e

mesmo em outros organismos. Em espécies de Drosophila, o grupo das B-carboxilesterases
4
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inclui dois ou trés genes ligados, organizados em “clusters” (Oakeshott et al. 1993). Na maior
parte das vezes, estes genes estdo estreitamente ligados e orientados na mesma direcao. Assim
admite-se que tenham surgido por duplicacdo. Um modelo de duplicacdo foi proposto por
Brady et al. (1990) e Brady e Richmond (1992) em D. pseudoobscura e D. melanogaster.
Nesse modelo, uma primeira duplicagdo, no loco, teria ocorrido antes da divergéncia entre D.
pseudoobscura e D. melanogaster, provavelmente entre 20 e 40 milhdes de anos atrds. Essa
duplicacgdo teria originado os genes Est-5A e Est-5B em D. pseudoobscura e Est-P e Est-6 em
D. melanogaster, que codificam a esterase larval e aquela presente em todo o ciclo,
respectivamente em cada espécie. J4 a Est-5C teria se originado por meio de uma duplicacio
mais recente de Est-5B em D. pseudoobscura. Segundo Brady e Richmond (1992), a
duplicacdo que originou Est-5A e Est-5B em D. pseudoobscura, e Est-P e Est-6 em D.
melanogaster, deve ser a mesma que originou os genes para a esterase larval e de todo o ciclo
nos outros grupos de espécies de Drosophila. Seria improvivel que essas duplicacdes
tivessem ocorrido independentemente uma da outra e, portanto, esses dois genes deveriam
estar presentes em uma espécie de Drosophila ancestral, comum a maioria, sendo a todas as
espécies que atualmente apresentam esses genes duplicados.

Estudos que visam detectar uma grande parcela de atividade esterdsica em insetos
podem certamente contribuir para um entendimento mais completo destas enzimas do ponto
de vista genético. Entre esses trabalhos devem ser citados os de Ritz (1997), com Megaselia
scalaris, de Castiglioni-Ruiz et al. (1997), com Hematobia irritans, de Lapenta et al. (1995,
1998), que utilizaram o padrio de esterases para estabelecer relacdes de proximidade entre as
linhagens de Drosophila serido e posteriormente utilizaram o padrdo de esterases para
caracterizar as espécies do “cluster” buzzati, de Nascimento e Bicudo (2002) com espécies de

Drosophila do subgrupo saltans (grupo saltans) e de Lima-Catellani et al. (2004) com Aedes

aegypti.

1.4 — Polimorfismo no ‘“cluster” das p-esterases do complexo mulleri

Nas espécies de Drosophila do complexo mulleri, uma esterase com especifidade para
o PB-naftil acetato se destaca do conjunto de outras esterases encontradas nesses organismos.
Esta enzima foi previamente estudada em espécies do complexo mulleri, principalmente em
Drosophila mojavensis € em Drosophila arizonae, ¢ em espécies relacionadas, sendo
designada esterase-5 por Zouros et al. (1982). A expressdao do loco Est-5 foi detectada em

todo o ciclo de vida desses insetos, sendo a atividade da enzima correspondente (EST-5)
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detectada principalmente na hemolinfa e no corpo gorduroso. Uma segunda [-esterase,
denominada esterase-4 também foi encontrada em Drosophila mojavensis e outras espécies do
complexo mulleri (Zouros et al. 1982; Pen et al. 1984; Ceron, 1988; Mateus et al. 2008). A
esterase-4 € uma enzima exclusivamente larval detectada em larvas de 3° instar e em pupas,
com menor atividade. Ambas, esterase-4 e esterase-5 sdo enzimas diméricas. Assim, oS
individuos homozigotos, para os locos Est-4 e Est-5, apresentam enzimas com subunidades
idénticas, detectadas nos géis como uma Unica banda para cada enzima, enquanto oS
individuos heterozigotos possuem enzimas formadas por subunidades idénticas e diferentes,
que em géis de poliacrilamida ndo-desnaturante sdo visualizados como trés bandas, duas
bandas iguais a dos parentais homozigotos e uma banda hibrida intermediéria a essas duas,
resultado da habilidade de formagao de heterodimeros intralocus (Zouros et al. 1982).

Pen et al. (1986) purificaram a esterase-5 de Drosophila mojavensis, espécie
pertencente ao complexo mulleri, € a compararam com a esterase-4, previamente purificada
(Pen et al. 1984). A subunidade da esterase-4 apresentou um peso molecular entre 62 e 64
kDa sob SDS-PAGE, enquanto a subunidade da esterase-5 apresentou um peso molecular
entre 64 e 66 kDa. Zouros et al. (1982), por meio de vérias evidéncias, ja haviam concluido
que essas enzimas sdo produtos de um evento de duplicacdo. Essas evidéncias foram
refor¢cadas pela andlise da composi¢dao de aminoécidos da esterase-4 e 5, e determinacao das
seqiiéncias dos primeiros 40 aminodcidos da extremidade N-terminal dessas enzimas, as quais
se mostraram largamente idénticas (Pen et al. 1986).

Ceron (1988) isolou duas linhagens homozigotas para a esterase-5 de Drosophila
mulleri que mostraram diferentes velocidades de migracdo sob géis ndo-desnaturantes, cujos
alelos foram designados Est-5° (do inglés “slow*: migracdo lenta) e Est-5" (de “fast’:
migragdo rdpida). Observou-se que nas populacdes de laboratério a freqiiéncia do alelo Est-5°
era de aproximadamente 70%, contra 30% do alelo Est-5".

Em estudos populacionais posteriores, Lourenco et al. (2001) mostraram uma
adaptabilidade diferencial para os alelos Est-5° e Est-5° em Drosophila mulleri. Foram
estimados varios componentes do valor adaptativo para os gendtipos Est-5°/Est-5°, Est-5°/Est-
5F (com o alelo F de origem materna), Est-5"|Est-5° (com o alelo S de origem materna) e Est-
5"/Est-5". Doze componentes foram analisados, incluindo longevidade, produtividade e
viabilidade. Estes parametros foram usados para estimar o valor adaptativo total para cada
genotipo. O melhor valor adaptativo foi alcangado para os individuos portadores do gendtipo
Est-5°/Est-5° (valor adaptativo de 1.000), seguido pelo valor adaptativo de 0.892 apresentado

pelo genétipo Est-57/Est-5°, 0.863 para o Est-57/Est-5°, e 0.842 para Est-5°/Est-5°. Estes
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resultados sugeriram uma maior adaptabilidade relativa do genétipo Est-5°/Est-5°, seguido
pelo heterozigoto Est-57/Est-5° que possuia o alelo Est-5° de origem materna, o que é
incompativel com a predi¢do de um polimorfismo neutro neste loco.

Dados da literatura reforcam a hipdtese de adaptabilidade diferencial para as variantes
alélicas. Por exemplo, em Drosophila melanogaster a variante “slow” para a EST-6 € a mais
comum em localidades mais distantes do equador (Oakeshott et al. 1981; Bubliy et al. 1999).

Ja em populacdes experimentais de Drosophila melanogaster, mantidas a 29°C,
iniciando-se com uma relacdo 1:1 dos alelos Est-6° e Est6", houve um aumento da freqiiéncia
do alelo S (Totskii et al. 1994). A seqii€éncia completa de aminodcidos para as variantes S e F
da EST-6 de Drosophila melanogaster ja foi determinada, diferindo em 2 aminodcidos:
ASN/ASP na posi¢ao 237 e THR/ALA na posi¢ao 247, respectivamente para as aloenzimas F
e S. Essas duas trocas foram consideradas os sitios mais provaveis de selecao atuando sobre a
distribuicao diferencial desses alelos em funcdo da latitude (Cooke e Oakeshott, 1989). Estes
estudos também revelaram uma unica variante aloenzimatica de termoestabilidade, EST6-8
dentro do grupo EST6%, que é muito mais comum que outras variantes, e pode ser produto de
um processo seletivo contemporaneo. Outros estudos correlacionam a alta variabilidade
genética de locos esterdsicos em populagdes naturais de passaros das espécies Parus major, P.
caeruleus e P. ater com um aumento do valor adaptativo desses individuos, permitindo o
aparecimento de resisténcia multipla a varios componentes toxicos, além da possibilidade de
utilizacdo de novos recursos alimentares (Driesel et al. 2004).

Outros estudos relacionados a evolu¢do molecular da EST-6 em D.melanogaster
mostraram que a distribui¢do diferencial desses alelos em fun¢do da latitude poderia ser
explicada pela interacdo de processos seletivos atuando nas suas regides promotoras e
codificadoras (Balakirev et al. 2002). Estes estudos suportam a hipétese que a variacdo em
loco estrutural altamente polimérficos em populagdes naturais devem ser material para a
selecdo natural, e esta variacdo deve ser mantida em populacdes pela forca da selecdo
balanceada. Ayala et al. (2002) em seus estudos, da mesma forma, obtiveram evidéncias
indicando que a selecdo direcional e a balanceadora estariam impactando separadamente a
regido promotora e codificante do loco Est-6. Estes estudos também revelaram um pico de
polimorfismo silencioso proximo das duas substituicdes codificantes do polimorfismo,
ASN/ASP na posicdo 237 e THR/ALA na posi¢dao 247, o qual ndo € consistente com a
predicdo da teoria neutra da evolu¢do molecular.

A comparacdo das seqiiéncias nucleotidicas e de aminodcidos entre proteinas

homoélogas de espécies diferentes, e de variantes protéicas dentro de uma mesma espécie
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fornece elementos para entendermos suas relagdes evoluciondrias interespecificas bem como
as diferencas em valores adaptativos entre os individuos de uma espécie. Além disso,
caracterizacdoes bioquimicas e comparagdes entre as linhagens homozigotas para essas
variantes sdo importantes no fornecimento de informagdes sobre a questdo da adaptabilidade
diferencial das isoenzimas. Esse foi o objetivo do presente trabalho, com base na
caracterizacdo bioquimica e em estudos de produtividade, envolvendo as linhagens
homozigotas da Est-5° e Est-5° de D. mulleri para o reforco, ou ndo, da questio da

adaptabilidade diferencial dessas variantes enzimaticas.
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II - OBJETIVOS

a)

b)

c)

d)

e)

Verificar e comparar a atividade das aloenzimas EST-5° ¢ EST-5" de extratos brutos
de linhagens homozigotas de Drosophila mulleri frente a vdrios pardmetros:
temperatura, agentes desnaturantes, efeito da concentragdo salina e variagdo do pH;
Purificar, identificar e seqiiénciar os fragmentos N-terminais das aleloenzimas EST-5°
e EST-5" para a construcio de oligonucleotideos iniciadores, visando o
sequénciamento do gene e, desta forma, estabelecer as diferencas em suas seqii€éncias
nucleotidicas e de aminodacidos;

Caracterizar cineticamente as aloenzimas para tentar ajudar na diferenciagdo dessas
variantes alelonziméticas em Drosophila mulleri.

Mensurar e comparar a produtividade das linhagens homozigotas da esterase-5 de
D.mulleri em diferentes temperaturas

Correlacionar os dados obtidos nos itens acima para o refor¢o, ou nao, da questdo da

adaptabilidade diferencial dessas variantes enzimaticas em D. mulleri.
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III - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Bioquimica e no Laboratério de
Bioquimica de Proteinas do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais. Também foi
utilizado o Laboratério de Populagdes do Departamento de Biologia da UNESP, campus de

Sao José do Rio Preto.

I11.1 - Obtencao e manutencao das amostras

Duas linhagens de Drosophila mulleri foram utilizadas: a linhagem Est-5° que é
homozigota para o alelo que codifica a isoenzima EST-5°, de migracdo mais lenta, e a
linhagem Est-57, homozigota para o alelo que codifica a isoenzima EST-5", de migracio mais
rapida em relacdo ao anodo. As duas linhagens foram mantidas no Departamento de Biologia
da UNESP, campus de Sdo José do Rio Preto, em garrafas de vidro de 250 mL, contendo
meio de banana-igar, em camaras de temperatura constante a 25°C, com fotoperiodo de
aproximadamente 12 horas. As culturas-estoques das moscas foram mantidas por meio de

repiques a cada 25 dias.

I11.2- Preparo das Amostras

Para verificacdo das possiveis diferencas entre as aleloenzimas da esterase-5, estas
foram submetidas a tratamentos fisicos e quimicos (temperaturas, agentes desnaturantes, entre
outros) que serdo descritos nos itens.Ill.4 a II1.9. Para cada experimento foi feito um extrato
bruto recém-preparado, que consistiu em um total de 15 moscas macerado em tampao TRIS-
HCI 0,5M pH 8,8 contendo glicerol a 12% e azul de bromofenol a 0,01%. O macerado foi
centrifugado a 10.000xg a 4°C por 5 minutos e, em seguida, o sobrenadante de cada uma das

amostras foi submetido aos tratamentos especificos.

I11.3 - Quantificaciao da proteina total dos extratos brutos e amostras purificadas

Com o intuito de garantir que os extratos e proteinas purificadas das linhagens Est-5°

F . . . o g . . s
da Est-5" de Drosophila mulleri, aplicados nos géis e utilizados nos ensaios enzimaticos,
apresentassem a mesma concentracdo de proteinas totais, determinamos a concentracdo das

mesmas, utilizando-se o método de Bradford (1976).
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I11.4 - Teste de resisténcia a temperatura

Nestes experimentos foram realizadas pré-incubagdes dos sobrenadantes dos
extratos brutos em diferentes temperaturas. Os sobrenadantes foram mantidos as temperaturas
de 50° e 55° C, em banho-maria, por 5, 10 e 15 minutos. Apds esses procedimentos, os
sobrenadantes foram submetidos a eletroforese e a coloracdo usual. Neste experimento, as
amostras controles permaneceram incubadas em gelo durante o tratamento das amostras. O
teste de temperatura foi repetido com 50 e 55° C, pré-incubando-se também os extratos brutos
a temperatura de 60°C. Além disso, foi adicionado o tempo de pré-incubacdo de 20 minutos,
apds esses tratamentos, as amostras foram analisadas quanto a atividade esterdsica por meio

do ensaio enzimdtico especifico para carboxilesterase.

I1L.5 - Teste de resisténcia a agentes desnaturantes

A observacgdo do efeito de agentes desnaturantes sobre a atividade das aleloenzimas foi
realizada pré-incubando-se os extratos brutos das aleloenzimas EST-5° ¢ EST-5" a uma
concentracdo de uréia 2 M, nos tempos de 10, 20, 30, 45 e 60 minutos a 37° C. As amostras
controle foram pré-incubadas em tampao sem uréia por 60 minutos a 37° C. Apds esses
procedimentos, as amostras foram submetidas a eletroforese nao desnaturante, seguida da
coloracdo especifica das esterases, para a visualizacdo da atividade enzimdtica das
aloenzimas. O teste de resisténcia a uréia foi repetido pré-incubando-se os extratos brutos a
uma concentragdo de 2 M de uréia por 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a 37° C, e, ap0Os esses
tratamentos, as amostras foram analisadas quanto a atividade esterdsica por meio do ensaio

enzimaético especifico para carboxilesterase.

I11.6 - Efeito da concentracio salina

O experimento com o cloreto de sodio foi realizado pré-incubando-se os extratos
brutos das aloenzimas com NaCl na concentra¢do de 2,5 M por 15 minutos a 37°C, sendo
que, neste experimento, ambas aloenzimas foram misturadas. Apos este tratamento, o extrato
bruto das aloenzimas misturadas foi utilizado para a eletroforese. Neste experimento, as
amostras controles foram pré-incubadas sem o NaCl por 15 minutos a 37°C. A analise do

efeito da concentracdo salina foi repetida pré-incubando-se os extratos brutos a uma
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concentracdo de 2,5 M de cloreto de sédio por 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos a 37° C, e, apds
esse tratamento, as amostras foram analisadas quanto a atividade esterdsica por meio de

ensaio enzimatico especifico para carboxilesterases.

II1.7 — Teste do efeito do triton X-100

Neste experimento ndo houve pré-incubacdo do extrato bruto. O triton X-100 foi
diluido no tampao de homogeinizac¢do do ensaio enzimdtico nas concentra¢des de 0,01; 0,1; 1;
2 e 5 %. Portanto, no experimento com triton X-100, a atividade enzimética das aleloenzimas

foi mensurada apenas por meio dos ensaios enzimaticos.

I1L.8 - Teste do pH

Neste experimento, como no item III.8, ndo houve pré-incubagdo do extrato bruto. A
mudanca do pH foi realizada através da mudanca do tampao de homogeinizacdo para tampdes
com os seguintes pHs: 5,4; 5,7; 6,2; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,5. Para cada pH foi preparado um branco
da reacdo Portanto, nos experimentos com variacdo de pH, a atividade enzimdtica das

aleloenzimas foi mensurada apenas por meio dos ensaios enziméticos.

I11.9 - Mensuracao da atividade catalitica

Ap6s os tratamentos, descritos acima, a atividade enzimadtica foi mensurada de duas
formas: através da visualizacdo da atividade catalitica das aleloenzimas sobre géis ndo
desnaturantes, apds a coloracdo especifica das esterases, como serd descrito no item III.10 e
II.11, e por meio de ensaio enzimdtico especifico para carboxilesterases, que serd descrito no

item II1.13.

I11.10 - Padronizacao da Eletroforese

ApO6s os tratamentos, os sobrenadantes foram utilizados para a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 10% (C = 5%), confeccionados com tampao TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8. A
corrida eletroforética foi de 3 horas e meia a uma voltagem constante de 180V, com tampao
da cuba TRIS-glicina 0,1M pH 8,3, seguida da coloracdo especifica para as esterases como

sera descrito no item III.11.
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II1.11 - Deteccao das esterases nos géis

Ap6s a eletroforese, os géis foram pré-incubados numa solu¢do de tampao fosfato
0,1M, pH 6,2 por 40 minutos. Ao término da pré-incubacdo, os géis foram submetidos a
coloracdo em 50 mL de tampao fosfato 0,1M pH 6,2 contendo 20 mg de alfa-naftil-acetato e
20 mg de beta-naftil-acetato como substratos das enzimas, 60 mg de Fast Blue RR, e 5 mL de
n-propanol. O Fast Blue acopla-se com o produto da reacdo das esterases (alfa ou beta naftol)
formando um precipitado que € visualizado nos géis com bandas pretas, no caso das O-
esterases, ou vermelhas, no caso das esterases especificas para o beta-naftil-acetato (3-
esterases). O propanol foi adicionado para melhorar a visualizacdo das bandas no gel. O
tempo de coloragdo foi o menor possivel para ressaltar as diferencas entre as aloenzimas
submetidas aos diferentes tratamentos. Apds a coloracdo o gel foi transferido para a solucao
descorante contendo: dgua, 4cido acético, e etanol comercial, na propor¢do de 3: 1: 3, mais

12% de glicerina comercial, e submetido a secagem de acordo com Ceron et al. (1992).

III.12 - Acdo do fluoreto de fenil metilssulfonila (PMSF) sobre as esterases de D. mulleri

Extratos brutos das linhagens homozigotas da esterase-5 de Drosophila mulleri foram
pré-incubados por 5 min a temperatura ambiente com o fluoreto de fenil metilssulfonila
(PMSF), numa concentra¢do final de 1 mM. Em seguida, os extratos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante e a coloracao usual para as esterases,
como descritos no item III.3, tendo como controle extratos brutos de ambas as linhagens sem

a pré-incubagdo com o PMSF.

II1.13 — Ensaios enzimaticos

A atividade esterasica foi medida de acordo com Ellman et al. (1961). O feniltiocetato
foi usado como substrato para a carboxilesterase e monitorado pela liberacdo de tiol-derivados
em 412 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata em tampao de homogeinizagao TRIS-
HC1 100 mM pH 8,0 com 1mM de DTNB, mais PMSF ImM. A reacdo catalitica foi
mensurada por 1 min. Brancos sem substrato ou amostras foram incubadas em 25°C por 5 min
para calcular a reacdo-cruzada endégena com o DTNB. Os ensaios comecaram pela adi¢do do
substrato. As atividades especificas foram expressadas em U mg proteina™’; 1 U é a quantia

de enzima que hidrolisa 1 umol de substrato por min. A concentracdo de proteinas dos
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extratos brutos foi determinada de acordo com o Método de Bradford (1976). Nestes
experimentos foi utilizado um espectrofotdometro GBC Cintra 10..

Os gréficos foram construidos através da utilizagdo do programa computacional
Origin 6.0. A atividade catalitica foi determinada como porcentagem do controle sem o
tratamento fisico ou quimico. Nos graficos, os valores foram representados pelas médias +

desvio padrao( ¥ = S.D) das leituras, em porcentagens.

Os experimento cinéticos dos extratos brutos das aleloenzimas EST-5° ¢ EST-5" foram
realizados fixando-se a concentra¢do da enzima e aumentando a concentracdo do substrato.
Os valores cinéticos foram obtidos pelo mesmo programa computacional citado acima,
plotando-se os reciprocos dos valores das velocidades iniciais em func¢do dos reciprocos da
concentracdo do substrato. Através deste grafico, o grafico de Lineweaver-Burk, foi possivel

determinar os valores de V,,,. € K,, de ambas aloenzimas.

I11.14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) foi realizada em gel de
corrida a 11 % e o de empilhamento a 4% de concentragdo (Laemmli, 1970). Para a corrida
eletroforética foi preparado um tampdo de corrida TRIS-HCI pH 8,3 com SDS a 1%. A
corrida foi realizada aplicando uma voltagem de 110V, por aproximadamente 2 horas e 30
minutos. As amostras foram preparadas com tampao TRIS-HCI 0,5M pH 6,8 contendo
glicerol a 10%, mais azul de bromofenol a 0,05%, mercaptoetanol a 0,715M e SDS a 2,5%

(Dodecil Sulfato de Sédio) e, além disso, as amostras foram fervidas por 5 minutos.

IT1.15 - Metodologia de purificacdo das variantes moleculares da EST-5

O método de purificac@o consistiu na separacdo em gel de poliacrilamida - SDS, como
descrito acima, de uma amostra contendo extrato bruto de aproximadamente 200 moscas, que
foram aplicadas em cinco géis. Neste caso, as amostras foram preparadas conforme o item
II.2. Os géis foram confeccionados com pentes que formaram um tnico e grande pogo. Apds
a corrida eletroforética, que nesse caso durou cinco horas, os cinco géis foram pré-incubados
por 40 minutos em 100 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 6,2 mais 2,5 mL de triton X-100, para
a remocdo do SDS, e renaturagcdo das proteinas. Em seguida, os géis foram lavados em agua
destilada até a retirada total do triton X-100, submetidos a coloragdo para identificacdo das

esterases e posterior remo¢ao da enzima. Uma fina tira de gel na qual se visualizava a
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atividade da esterase-5 (S ou F em cada caso) foi cortada e macerada em tampao TRIS-HCI
50 mM pH 8,0, colocado em um agitador a 4°C em geladeira por 12 horas para a difusdo da
enzima do gel. Apds esse procedimento, a solugdo foi filtrada e concentrada em membrana
filtrante de 50 kDa (Millipore). O concentrado foi entdo analisado quanto a proteinas totais
(SDS-PAGE) para a verificacdo da pureza das amostras. Neste caso, as amostras das enzimas
purificadas foram diluidas em tampdo de amostra conforme descrito no item III.14. Também
foram utilizados marcadores de peso molecular com proteinas coloridas Rainbow™ na faixa
de 14.3 - 220 kDa (Amersham Pharmacia Biotech). A colora¢do usada para a deteccao das
proteinas nos géis foi o Nitrato de Prata segundo o método de See (1989). Para verificagdo da
atividade, foi utilizado o mesmo procedimento da extracdo da enzima do gel, procedimento

este que preserva a atividade da enzima.

I11.16 — Estudo da produtividade

Foram realizados cruzamentos por casal em tubos, contendo meio de cacto,
para ambas as linhagens, nas temperaturas de 20 e 29°C. Cinqiienta casais, formados por
individuos virgens com 7 dias foram mantidos em cdmara de germinagdo tipo B.O.D.a20e a
29° C. ApOs seis dias, os casais foram descartados e os tubos que continham a progénie foram
mantidos na mesma temperatura até a eclosdo dos descendentes. Contagens didrias do nimero
de machos e fémeas recém-eclodidos nos cruzamentos em tubos foram realizadas durante 8

dias para ambas as linhagens nas duas temperaturas.
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IV - RESULTADOS

A EST-5 € uma carboxilesterase presente em todos os estagios do ciclo de vida de
Drosophila mulleri, indicando que desempenha fun¢gdes importantes. Em eletroforese em géis
ndo desnaturantes, essa esterase € a enzima mais fortemente corada que apresenta atividade
preferencial pelo substrato sintético beta-naftil acetato, corando-se em vermelho. Além disso,
as aloenzimas EST-5° e EST-5" apresentam estrutura quaternaria dimérica e em cruzamentos
entre individuos homozigotos, obtém-se, nos descendentes, um padrdo eletroforético de trés
bandas, caracteristico da formacdo de uma enzima hibrida, resultante da agregacdo de uma

cadeia EST-5° com uma EST-5" (figura 1).

IV.1 - Anilise comparativa da atividade enzimatica das aloenzimas sobre diferentes

condicoes fisico-quimicas.

Foram realizados vérios experimentos com os extratos brutos contendo as
aleloenzimas EST-5° ¢ EST-5" em diferentes temperaturas, concentragdes de uréia e NaCl. De
modo geral, observou-se que a aloenzima EST-5° sofre um menor efeito da temperatura, das
concentracdes de uréia e NaCl sobre sua atividade, indicando uma maior estabilidade desta
isoenzima em relacdo a EST-5". Nestes experimentos, comparou-se a atividade enzimatica
das aloenzimas pela intensidade de coloracdo das bandas no gel. Também foi mantida a
mesma concentragdo de proteinas por amostra, em torno de 65 pg/ul.

Os resultados obtidos com os experimentos de temperatura foram os seguintes: a 50°C
(figura 2) notou-se uma atividade enzimdtica levemente maior para EST-5°, pois as bandas
desta aleloenzima estdo levemente mais intensas. Na temperatura de 55°C (figura 3)
observou-se para as duas aloenzimas uma redugdo da atividade em funcao do tempo de pré-
incubacdo. Além disso, esta temperatura demonstrou que a EST-5° apresenta maior
resisténcia 4 desnaturacdo térmica que a EST-5", pois como visualizado, no tempo de 5
minutos houve uma intensa atividade catalitica da EST-5° (colunas 2 e 3), enquanto nesse
mesmo tempo foi detectado uma menor atividade da EST-5". J4 no tempo de 10 minutos
(colunas 4 e 5) ndo foi detectada nenhuma atividade enzimdtica para a EST-5", enquanto a
EST-5° mostrou-se ainda com alguma atividade, detectada pela coloracdo no gel.

O experimento de pré-incubacdo com uréia estd exibido na figura 4. Da mesma forma,
notou-se uma maior resisténcia da aloenzima EST-5° & desnaturacio pela uréia que a EST-5",

pois esta teve a atividade reduzida no tempo de 10 minutos (coluna 2), perdendo totalmente a
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atividade catalitica no tempo de 20 minutos (coluna 3), enquanto a aleloenzima EST-5° s6
apresentou sinal de desnaturacdo no tempo de 20 minutos, tornando-se inativa aos 30 minutos
(coluna 4).

Na figura 5, observa-se o resultado da pré-incubagdo das isoenzimas misturadas e
tratadas com cloreto de s6dio a concentragdo de 2,5 M. Percebe-se, neste caso, que as
aleloenzimas tém a migracdo alterada pelo efeito do NaCl, por isso, migram menos que seus
respectivos controles. Um dos objetivos deste experimento era de verificar a dissociacdo das
subunidades e a consecutiva formacdo da aloenzima EST-5°/EST-5", que seria a
representacdo de uma enzima hibrida, contudo, isso ndo foi observado. O resultado mais
relevante nesse experimento foi a comprovagdo da maior resisténcia da EST-5° sobre a sua

correlata EST-5", perante o efeito salino, como pode ser observado pela intensidade de

coloragdo da banda nos géis.
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S
EST-5° —» EST-5F

EST-5%EST-5F
<— EST-2

Figura 1: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante, corado especificamente para
esterases, ilustrando o padrdo de bandas apresentado por uma mosca da linhagem homozigota
Est-5° (coluna 1), da linhagem Est-5" (coluna 8), e por moscas heterozigotas resultantes de
cruzamentos entre moscas das linhagens acima citadas (colunas 2-7). Observa-se que a

amostra 8 é de um individuo homozigoto Est-5" e “alelo nulo” para o loco Est-2.
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EST-5° — »
<«— EST-5F

<4— EST-2

Figura 2: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante contendo amostras da linhagem Esz-5°
(A) e Est-5" (B), corado especificamente para esterases. As amostras foram pré-incubadas 2
temperatura de 50°C nos tempos de 5 (colunas 2 e 3), 10 (colunas 4 e 5) e 15 minutos

(colunas 6 e 7). Amostras nao tratadas (colunas 1-A e 1-B).
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EST-5° —» .
<«—EST-5

<+— EST-2

Figura 3: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante contendo amostras da linhagem Esz-5°
(A) e Est-5" (B), corado especificamente para esterases. As amostras foram pré-incubadas 2
temperatura de 55°C nos tempos de 5 (colunas 2 e 3), 10 (colunas 4 e 5) e 15 minutos

(colunas 6 e 7). Amostras nio tratadas (colunas 1-A e 1-B).

20



Resultados

EST-5° —»

<+——EST-5F

<4+— EST-2

Figura 4: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante contendo amostras da linhagem Est-5°
(A) e Est-5" (B), corado especificamente para esterases. As amostras foram pré-incubadas em
uréia na concentracdo de 2 M nos tempos de 10 (colunas 2-A e 2-B), 20 (colunas 3-A e 3-B),
30 (colunas 4-A e 4-B), 45 (colunas 5-A e 5-B) e 60 minutos (colunas 6-A e 6-B). Amostras

nao tratadas (colunas 1-A e 1-B).
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<—— EST-5%

S
EST-5° —» <—— EST-5F
EST-5Ff ——»
<—— EST-2

EST-2 ——»

Figura 5: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante contendo amostras da
linhagem Est-5° e Est-5" submetida a uma pré-incubacio com NaCl 2,5 M e corado
especificamente para esterases. Colunas 3, 4, 5, e 6 amostras EST-5° ¢ EST-5"
combinadas e pré-incubadas com NaCl por 15 minutos a 37° C. Coluna 1 e 2: amostra

EST-5° ¢ EST-5" nio tratadas.
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IV.2 - Purificaciio das aloenzimas EST-5° e EST-5".

Inicialmente, foram realizados testes de purificacdo das aleloenzimas utilizando-se
métodos cldssicos. Ao redor de 8 gramas de moscas suspensas em 15 mL de tampao TRIS-
HCL 10 mM com 0,22 M de NaCl pH 7,5 foram trituradas com auxilio de um homogenizador
manual Power Gen 35 (Fischer Scientific), filtradas através de 4 camadas de gaze e
centrifugadas a 10.000 xg durante 45 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada Jouan CR3i.

O material foi concentrado por centrifugacdo em concentradores Amicon Centricon 50
e submetido a cromatografias de exclusdo de massa molecular em Sephacryl S-100 HR e em
Sephacryl S-300 HR e uma troca i0nica em resina Q—Sepharose. Contudo, os resultados nao
mostraram um grau de purificacio satisfatério, em virtude do qual decidimos isolar a enzima
pelo método eletroforético descrito no item III. 16 de Material e Métodos.

A purificacdo das aloenzimas EST-5° ¢ EST-5" foi obtida através da remog¢do de
ambas de géis de poliacrilamida, contendo SDS. A visualizagdo das enzimas purificadas foi
feita em gel de poliacrilamida — SDS com a posterior coloracdo de prata. A figura 6 mostra
esses resultados, onde as aloenzimas EST-5° ¢ EST-5" estdo totalmente purificadas e
apresentam subunidades de mesma massa molecular, em torno de 66 e 68 kDa.

Para demonstrar que o material obtido continha de fato as aloenzimas EST-5° ¢ EST-
5* purificadas, amostras do mesmo material foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS, porém, neste caso, as amostras foram diluidas em tampao de amostra
sem SDS e mercaptoetanol, e ndo foram fervidas (item IIL.2). Além disso, apds a corrida
eletroforética, o gel foi pré-incubado em tampao fosfato com triton X-100 2,5 % para a
retirada do SDS e renaturacdo da enzima e, posteriormente, foi corado especificamente para
esterases. O resultado € visto na figura 7, onde pode ser observado as atividades das
aloenzimas purificadas EST-5° e EST—SF, utilizando-se o substrato B-naftil-acetato (colunas 2
e 3 da figura 7, respectivamente). Observa-se ainda, que as aloenzimas apresentaram
migracdes distintas e que a EST-5" apresenta-se menos intensamente corada, provavelmente
devido a acdo do triton.

Amostras das aloenzimas purificadas EST-5° ¢ EST-5" foram encaminhadas para o
Laboratério Nacional de Luz Sincronton - LNLS, no Laboratério de Espectrometria de
Massas, em Campinas, SP, para a identificacdo de alguns fragmentos de seqiiéncias primarias.

Ainda ndo temos esses resultados disponiveis.
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220 kDa
97 kDa

66 kDa < EST-5F

45 kDa

S
30 kDa EST-5

20.1 kDa

14.3 kDa

Figura 6: Imagem digitalizada de gel de poliacrilamida-SDS, corado com Nitrato de Prata.

Coluna 1: marcador de peso molecular colorido RainbowTM; coluna 2: amostra EST-5°

purificada; coluna 3: amostra EST-5" purificada.
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220 kDa
97 kDa

< — EST-5°
66 kDa <4+— EST-5

45 kDa

30 kDa

20,1 kDa

14,3 kDa

Figura 7: Imagem digitalizada de gel de poliacrilamida-SDS, contendo amostras nao
desnaturadas das aloenzimas EST-5° e EST-5° purificadas, e, em seguida, corado
especificamente para as esterases. Coluna 1: marcador de peso molecular Rainbow™; coluna

2: amostra EST—SS; coluna 3: amostra EST-5".
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IV.3 — Ensaios enzimaticos apos diferentes condicoes fisico-quimicas.

O processo de purificagdo ndo teve um bom rendimento em termos quantitativos, desta
forma, a atividade enzimatica das aleloenzimas foi medida com os extratos brutos das
linhagens homozigotas da esterase-5 de Drosophila mulleri, acrescido de fluoreto de fenil
metilssulfonila (PMSF). O PMSF € um inibidor de serino-proteases € ndo tem acdo sobre a
esterase-5. Como o ensaio enzimdtico usado neste trabalho € especifico para
carboxilesterases, o uso deste composto foi necessario para inibir a esterase-2, uma o-esterase
que também apresenta atividade como carboxilesterase. A figura 8 evidencia a acdo deste
inibidor.

Os resultados dos ensaios enzimaticos corroboram os resultados obtidos no item IV.1.
Nos dois experimentos foi avaliada a resisténcia das formas aloenziméticas EST-5° e EST-5"
a desnaturacdo térmica, a desnaturacao por agentes caotrépicos e o efeito salino, a diferenca
baseou-se na metodologia empregada para mensurar a atividade catalitica. Também foi
mantida a mesma concentracao de proteinas por amostra, em torno de 65 pg/ul.

Os ensaios enzimdticos precedidos pela pré-incubacio a temperatura de 50, 55 e 60°C
estdo mostrados respectivamente nas figuras 9, 10 e 11. Observa-se que nas trés figuras as
aleloenzimas apresentam curvas semelhantes, demonstrando um padrdo na perda da atividade
enzimatica em funcio do tempo de pré-incubagdo. Contudo, a caracteristica a ser ressaltada é
a predominancia da curva da EST-5° sobre a EST-5". Em todas as figuras, a atividade
catalitica € mostrada como porcentagem do controle sem o tratamento fisico ou quimico.

O efeito da uréia sobre atividade enzimdtica estd demonstrado na figura 12.
Semelhantemente as curvas com o efeito da temperatura, as aleloenzimas tratadas com uréia
exibiram um padrdo semelhante e gradativo de reducdo da atividade catalitica, porém, com
uma maior evidéncia da diferenca de resisténcia das isoenzimas a desnaturacao. Os resultados
do cloreto de sédio e do triton X-100 (figura 13 e 14, respectivamente) também mostraram
maior divergéncia entre as curvas das aleloenzimas. A queda abrupta da atividade catalitica da
EST-5" no tempo de 20 minutos e nas concentracdes de 0,01 a 1% sdo conseqiiéncias da
maior sensibilidade da EST-5" a estes compostos. Em ambos os casos, a diferenca entre as
aloenzimas diminuiu no final com o aumento do tempo de pré-incubagdo e a concentragdo do
detergente.

O experimento realizado em diferentes pHs ndo mostrou diferencas no perfil de

atividades de ambas as aloenzimas. Na figura 15, observa-se que ambas as enzimas
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apresentam curvas de pH semelhantes, com atividade maxima na regido alcalina e menor

atividade em pHs 4cidos.
IV 4 - Caracterizacao Cinética.

Para a caracterizacdo cinética foram realizados ensaios enziméticos, conforme descrito
no item II.13. Com os valores das velocidades iniciais e concentracdo do substrato construiu-
se o grafico de Lineweaver-Burk, obtendo-se para a EST-5° os valores de 32,54 UM/min de
Viax € 1,43 mM de K, e para a EST-5" os valores de 33,34 uM/min de V,,, e 1,54 mM de
K.

IV.5 - Estudo da produtividade.

O resultado do estudo da produtividade para as linhagens homozigotas da esterase-5
nas temperaturas de 20 e 29°C estd mostrado na tabela 1 e na figura 16 (A e B). A tabela 1
mostra a média do nimero total de descendentes por casal de ambas as linhagens nas duas
temperaturas, enquanto a figura 16 mostra a média de descendentes por casal por dia, a figura
16-A a 20°C e a figura 16-B a 29°C.

Observa-se na tabela, que as propor¢des de machos e fémeas estdo préximas do
esperado. Na temperatura de 20°C, a linhagem Esz-5° produziu um total de 49,25% de machos
e 50,75% de fémeas, enquanto a linhagem Est-57 produziu um total de 46,15% de machos e
53,85% de fémeas. Na temperatura de 29°C, a linhagem Est-5° produziu um total de 47,3% de
machos e 52,7% de fémeas, enquanto a linhagem Est-5° produziu um total de 51,35% de
machos e 48,68% de fémeas.

Ainda na tabela 1, pode-se observar que na temperatura de 20°C houve uma
produtividade maior, de 30% em favor da linhagem Est-5", em contrapartida, na temperatura
de 29°C a linhagem Est-5° deixou em torno de 50% a mais de descendentes que a linhagem
Est-5". A figura 16 ilustra melhor essa diferenca, mostrando a diferenca por dia. Nesta figura
também pode-se perceber que a temperatura alta (figura 16-B) acelera o tempo de
desenvolvimento das moscas, j4 que nos tubos mantidos a 29°C as moscas eclodiram nove

dias antes que aquelas mantidas a 20°C (figura 16-A).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

< EST-5%
<4— EST-5F

EST-2 —»

Figura 8: Imagem digitalizada de gel ndo-desnaturante, corado especificamente para
esterases, mostrando acdo do PMSF sobre as esterases das linhagens Est’ e Est” de D. mulleri.
Colunas 1-3 e 4-6: extratos brutos das linhagens Est® e Est* ndo tratadas com o PMSF
(controle). Colunas 7-9 e 10-12: extratos brutos das mesmas linhagens pré-incubados por 5

min a temperatura ambiente com PMSF 1 mM.
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—— AmostraS
110 = —— AmostraF
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Figura 9: Efeito do tempo de pré-incubacdo a temperatura de 50°C sobre a atividade das
aloenzimas EST-5° e EST-5". As barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

—— AmostraS
110 = —— AmostraF
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Figura 10: Efeito do tempo de pré-incubacdo a temperatura de 55°C sobre a atividade das
aloenzimas EST-5° e EST-5". As barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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Atividade enzimatica (%)
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Figura 11: Efeito do tempo de pré-incubagdo a temperatura de 60°C sobre a atividade das

aloenzimas EST-5° e EST-5". As barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Atividade enzimatica (%)
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Tempo de pré-incubagéo (min)

30

Figura 12: Efeito do tempo de pré-incubacdo em uréia na concentragdo 2M sobre a atividade

das aloenzimas EST-5° e EST-5". As barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios

foram realizados em triplicata.
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Figura 13: Efeito do tempo de pré-incubag¢do com cloreto de sédio na concentragcdo 2,5 M
sobre a atividade das aloenzimas EST-5° e EST-5'. As barras verticais indicam o desvio

padrdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 14: Efeito da concentracdo do triton X-100 sobre a atividade das aloenzimas EST-5%¢
EST-5". As barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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Figura 15: Efeito da variacdo do pH sobre a atividade das aloenzimas EST-5° ¢ EST-5". As

barras verticais indicam o desvio padrdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 1: Produtividade média de descendentes por casal a 20 e 29°C para as linhagens Est-
5% Est-5".

Média do Nuimero de Descendentes por Casal

20°C 29°C
Linhagens N Macho Fémea N Macho Fémea
Est-5° 19 6.5 6.7 31 19.5 22
Est-5" 36 9 10.5 39 11.2 10.7
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Média de descendentes por casal
N
|
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Média de descendentes por casal
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Dias apés inicio dos cruzamentos

Figura 16 (A e B): Produtividade média de descendentes por casal para as linhagens Est-5°

(barras retas) e Est-5 (barras vennelhas), a?20 (A) e 29°C (B)
p
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V - DISCUSSAO

Neste trabalho estudou-se o polimorfismo da esterase-5 em D. mulleri, no intuito de se
compreender quais oS mecanismos que atuam na manutengdo destas variantes genéticas.
Segundo Arnason (1991), que estudou o polimorfismo do loco da esterase-5 (alelos 100 e
106), loco este ligado ao cromossomo X em Drosophila pseudoobscura, assume que a
hipétese de selecdo balanceada é rejeitada em favor da hipétese nula (Kimura, 1983). Arnason
trabalhou com um total de 22 populagdes réplicas, com onze comecando com alta freqiiéncia
de 76% (populagdo N) do alelo 106 e outras onze com uma baixa freqiiéncia de 21%
(populacdo U) do mesmo alelo. Depois de 200-300 dias, as freqiiéncias alélicas mudaram
direcionalmente e diminuiram em ambas as populacdes U e N como grupo, e alcancaram o
equilibrio de 60 e 14 %, respectivamente. A principio, esta mudanca sugere selecdo natural.
Contudo, com uma posterior reperturbacdo das freqiiéncias alélicas em cada populacio,
criando-se assim 22 adicionais populacdes reperturbadas EN e EU, e tendo como controle a
populacdo original, foi obtido um resultado diferente, pois as freqiiéncias alélicas ndo
mudaram direcionalmente entre as populagdes reperturbadas como um grupo, concluindo
desta maneira, que os alelos 100 e 106 do loco Est-5 ndo diferem no valor adaptativo dentro
das condi¢des ambientais do laboratdrio de populacdes.

Resultados opostos a teoria da neutralidade foram obtidos por Ochando, et al. (1999)
que estudaram o valor adaptativo de fémeas selvagens de Drosophila melanogaster com
relagcdo as variantes aloenzimdticas das seguintes enzimas: GPDH, ADH, PGM e EST-C. Os
componentes do valor adaptativo foram estimados sobre diferentes condi¢cdes ambientais:
duas temperaturas (22 e 28° C) e duas densidades (escasso e lotado). Os parametros medidos
do valor adaptativo foram fecundidade, taxa de ovoposi¢do e produtividade. O pardmetro
densidade teve um significante efeito sobre produtividade; a temperatura teve um significante
efeito sobre fecundidade, taxa de oviposicdo e taxa de desenvolvimento. Diferencas no valor
adaptativo entre os gendtipos aloenziméaticos ocorreram para todos os componentes do valor
adaptativo, exceto taxa de oviposi¢do. Mas qual gendtipo € superior depende das condig¢des
ambientais: heterozigotos exibiram um maior valor adaptativo que os homozigotos em alguns
casos, mas inferior em outros. No todo, os experimentos mostraram que os polimorfismos
aloenzimaéticos sdo associados com os efeitos de selecao.

No presente trabalho, as duas formas aloenzimadticas mais comuns em D. mulleri, as
aloenzimas EST-5° e EST-5", foram submetidas a tratamentos fisicos e quimicos na tentativa

de se verificar diferencas entre essas variantes enzimaticas. Além disso, as duas linhagens
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homozigotas da esterase-5 foram comparadas em termos de produtividade, em condigdes de
laboratdrio, nas temperaturas de 20 e 29°C.

Trabalhos realizados submetendo aloenzimas a diferentes condi¢des ambientais vém
sendo realizados ha algum tempo. Dentre esses, os mais comuns sdo aqueles realizados com a
temperatura. Khaustova et al. (1992) com alelos da enzima dlcool desidrogenase e Totskii et
al. (1994) com alelos da esterase-6 de Drosophila melanogaster também utilizaram os efeitos
das altas temperaturas para identificar os mecanismos atuantes na manutencdo destes
polimorfismos.

No presente estudo, os experimentos de variagdo de temperatura revelaram um fator
seletivo a favor do alelo Est-5S, pois, como ja relatado, a aloenzima EST-5° resistiu muito
mais aos efeitos da temperatura que sua correlata EST-5". Além disso, o experimento de
produtividade em alta temperatura (29°C) mostrou que individuos com o genotipo
homozigoto para o alelo Est-5° deixam mais descendentes que individuos com o gendtipo
homozigoto Est-5/Est-5". Esses resultados corroboram os resultados obtidos por Lourenco et
al. (2001), que detectaram uma maior adaptabilidade relativa do genodtipo Est-5°/Est-5°
seguido pelo heterozigoto Est-5" /Est-5° que possuia o alelo Est-5° de origem materna, o que €
incompativel com a predicdo de polimorfismo neutro. Neste trabalho, a longevidade foi
considerada diretamente como um dos principais componentes associados com o valor
adaptativo total. A observagdo que moscas com o0 genotipo Est-5%/Est-5°  sdo
significantemente mais longevas sugeriram que esses individuos tém a chance de persistir na
populacdo por mais tempo e entdo teriam a possibilidade de produzir mais descendentes. Por
outro lado, os machos Est-5"/Est-5" apresentaram um periodo de longevidade menor. Os
resultados obtidos para produtividade revelaram uma outra possivel associagdo para a
freqiiéncia aumentada do alelo Esr-5° na populacio. A maior produtividade para os
cruzamentos cujas fémeas parentais tinham o genGtipo Est-5°/Est-5°, principalmente em
comparacio com o gendtipo Est-5'/Est-5, certamente contribuiu para a maior performance
exibida pelo alelo Estz-5°. Em adicdo, a produtividade média de machos e fémeas em todas as
combinacdes indicou uma vantagem para as fémeas portadoras do alelo Est-5°. Este fato,
adicionado a maior longevidade dos individuos Est-5°/Est-5° capacitou a classificacdo deste
gendtipo como aquele que apresenta maior adaptabilidade.

O resultado de maior resisténcia da aloenzima EST-5° a temperatura, obtido no
presente trabalho, poderia realmente conferir maior valor adaptativo aos seus portadores em
ambientes de elevada temperatura, pois, como visto nas figuras 3, 9, 10 e 11, a atividade

. . F . . 2
enzimatica da aloenzima EST-5" decresce mais rapidamente com o aumento do tempo de pré-
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incubacdo que a sua correlata, portanto, os portadores do alelo EST-5° sobreviveriam melhor
nesses ambientes, sendo mais longevos, produzindo maior descendéncia. Essa hipdtese foi
reforcada pelos experimentos de produtividade, no qual os genétipos homozigotos Est-5°/Est-
5° deixaram mais descendentes a 29°C.

Os dados obtidos do presente trabalho corroboram os resultados de Totskii et al.
(1994), que estudaram os efeitos do sistema gene-enzima da esterase-6 sobre a expressao dos
tracos de viabilidade em Drosophila melanogaster em diferentes temperaturas. Os resultados
desses trabalhos indicaram que a aloenzima S, que tem menor mobilidade eletroforética, €
mais resistente a altas temperaturas (57°C) que a aloenzima F. Comparando as linhagens, as
moscas homozigotas S foram mais resistentes a altas temperaturas e foram duas vezes mais
férteis que as moscas homozigotas F. Esta vantagem seletiva da linhagem S foi monitorada
por 40 geracdes em altas temperaturas (29°C). Além disso, nas populacdes experimentais que
comecaram com uma razio 1:1 da Est-6" e Est-6°, e que foram mantidas em 29°C, foi
demonstrado um aumento na freqiiéncia do alelo S. Khaustova et al. (1992) também
concluiram que influéncias constantes (periodo de vida de 25 geracOes) de elevada
temperatura mudaram a estrutura genética das populagdes, devido as vantagens seletivas do
alelo S da enzima dlcool desidrogenase, sobre estas condi¢des. Lourenco (2000) também
examinou o conjunto de populagdes de Drosophila mulleri iniciadas com diferentes
freqiiéncias iniciais do alelo Est-5° na temperatura de 25°C. Foi demonstrado que depois de
12 geragdes o genétipo Est-5°/Est-5° foi o mais freqilente em todas as populacdes,
independentemente das freqiiéncias iniciais deste alelo quando as populacdes foram
estabelecidas.

Nos experimentos de produtividade do presente trabalho, também foi observado que
na temperatura de 20°C houve uma vantagem da linhagem Est-5"/Est-5", que deixou mais
descendentes, em torno de 30% a mais que a linhagem Est-5%/Est-5°. Entretanto, ha um efeito
claro da temperatura de 29°C em relacio ao genétipo Est-5°. Esses resultados poderiam
explicar a manutencdo do alelo F nas populagdes, pois a vantagem seletiva depende das
condi¢des ambientais, que ora favorece um alelo, ora o outro.

De maneira semelhante, Bubliy et al. (1994) concluiram que a sele¢do natural é quem
mantém o polimorfismo nas populacdes naturais. Esses autores estudaram as freqii€éncias
alélicas de trés locos aloenzimatico, o ADH, o alfa-GPDH e o EST-6, em populacdes naturais
de Drosophila melanogaster do leste europeu, do Caucdso e da Asia Central. Os dados

obtidos por eles foram combinados com dados de outros autores sobre o polimorfismo do
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ADH, do alfa-GPDH e do EST-6 em outras regidoes da Eurdsia. Esses dados foram analisados
na tentativa de se encontrar um padrdo de diferenciacdo geografica em escala continental. A
freqiiéncia do alelo ADH-S apresentou-se negativamente correlacionada com a latitude e a
média de chuva do més mais seco, e positivamente correlacionadas com a temperatura média
do més mais frio e a média de chuvas do més mais chuvoso. A freqiiéncia do alfa-GPDH-S
aumentou na parte oeste da Eurdsia e ndo foi associada com variabilidade climatica. A
freqiiéncia do alelo Est-6° aumentou em direcdo ao centro do continente e foi positivamente
correlacionada com a temperatura do més mais frio e com a média de chuvas do més mais
seco. Esses resultados reforcam que a variacao genética deve ser mantida em populagdes pela
for¢a da selecdo balanceada.

Os resultados obtidos com a uréia (figuras 4 e 12) também condizem com os
resultados obtidos com os experimentos de temperatura. Em ambas as figuras, os resultados
indicam que a aloenzima EST-5° resiste a um maior tempo que a EST-5" sobre a concentragio
de uréia 2M. Na figura 12, a atividade catalitica da EST-5° permanece maior em todos 0s
pontos, até que, aos 30 minutos, ambas atingem uma atividade enzimética perto dos 30 %.
Esses resultados sugerem que devam existir diferencas, mesmo que sutis, na estrutura das
aloenzimas que permita que a aloenzima EST-5° resista mais, tanto 2s altas temperaturas
como a agentes desnaturantes.

Da mesma maneira que a temperatura e a uréia, elevadas concentracdes de cloreto de
s6dio mostraram um efeito maior sobre a aloenzima EST-5". Na figura 5, observa-se-se que
os controles de ambas as aloenzimas apresentam niveis idénticos de atividade enzimética, isso
¢ notado pela coloracdo, enquanto nas aliquotas tratadas nota-se uma diferenca nos niveis de
atividade, isto € a EST-5" apresenta menor atividade catalitica do que a sua correlata, mesmo
que com uma pequena diferenca metodoldgica, pois as aloenzimas foram pré-incubadas juntas
no NaCl. Todavia, a figura 14 ilustra melhor essa diferenca entre as aleloenzimas, apesar
destas ndo apresentarem tanto prejuizo na suas atividades enzimaticas perante o cloreto de
sédio, 82,5 % para a EST-5° e 75% para EST-5".

O triton X-100 é um detergente ndao-idnico comumente usado em tampao de extracao
de enzima destinado a ensaios enzimaticos. Contudo, trabalhos mais recentes concluiram que
o triton X-100 altera e modula atividade de acetilcolinesterases e butirilcolinesterases
(Jaganathan e Boopaty, 1998; Marcel et al.,2000; Rosenfeld et al., 2001). E, também, reduz a
atividade de carboxilesterases com o aumento de sua concentragdo (Vioque-Fernindez et
al.2007), experimento este, realizado com camardes-d’dgua-doce da espécie Procambarus

clarkii, cuja atividade esterdsica foi reduzida a menos da metade em concentra¢des acima de 2
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%. De maneira similar, o resultado do experimento com o triton X-100 (figura 14) do presente
trabalho também demonstrou a diminui¢do da atividade das carbolxilesterases frente a este
detergente e, possibilitou ainda, a diferenciacao das aloenzimas.

Em relacio ao pH, os dados da figura 15 mostram que ambas as aloenzimas
apresentam curvas de pH semelhantes. Assim, o pH ndo deve influir na distin¢do entre elas.

Portanto, os resultados em conjunto sugerem que a aloenzima EST-5° apresenta um
comportamento de maior resisténcia a desnaturagcdo térmica ou por agentes caotrépicos, bem
como maior atividade em altas concentracdes salina, além da maior produtividade nos
experimentos a 29°C, o que poderia conferir uma maior vantagem adaptativa aos seus
portadores.

Tem sido dada tanta importancia as esterases, que em diversas espécies, essas t€ém sido
purificadas e caracterizadas quanto as suas propriedades, proporcionando um maior
entendimento das fun¢des delas. A maioria dos trabalhos com purificagdo e caracterizacdo €
relativa a drea de resisténcia a inseticidas, que tentam esclarecer as fungdes das esterases em
linhagens resistentes a produtos agroquimicos.

Entre esses trabalhos, foi encontrado o de Prabhakaran e Kamble (1995), que
purificaram e caracterizaram as formas mais ativas das esterases ES, E6, e E7, em Blattella
germanica (barata da Alemanha), tanto das linhagens resistentes como das linhagens
susceptiveis a inseticidas desta espécie. Os resultados desses autores sugerem que a
resisténcia aos inseticidas nesta espécie de barata seja devido ao aumento da produgdo da
isoenzima E6, cuja atividade principal deve ser a de seqiiestrar as moléculas dos inseticidas,
seguida de uma hidrdlise mais lenta.

Em outro estudo, Lee et al. (2000) purificaram e caracterizaram uma esterase que
conferia resisténcia ao coledptero da espécie Oryzaephilus surinamensis frente a vdrios
inseticidas organofosforados. A esterase da linhagem resistente, designada como A, ndo
encontrada na linhagem susceptivel, foi purificada e caracterizada pelas técnicas de
cromatografia e eletroforese, com uma massa molecular de 130 kDa, consistindo de duas
subunidades de 65 kDA, estimada por SDS-PAGE.

Haubruge et al. (2002) utilizaram muitas técnicas para conseguir a purificacdo de uma
carboxilisterase que confere resisténcia especifica a linhagens de Tribolium castaneum ao
malathion. A enzima purificada apresentou um peso molecular de 62 kDa.

Srinivas et al. (2006) purificaram e caracterizaram uma isoenzima esterdsica envolvida
na hidrélise de compostos organofosforados de uma peste resistente a inseticida, a

Helicorvepa armigera, coletada de safra de campos. A massa molecular determinada por
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SDS-PAGE foi de 66 kDa. A enzima foi parcialmente seqiienciada e identificada como
alcalino fosfatase.

Neste trabalho realizamos a purificacio das aloenzimas EST-5° e EST-5" em D.
mulleri a partir de linhagens homozigotas para essas enzimas. Com a intencao de se obter as
diferencas nas seqii€éncias de aminodcidos entre as aleloenzimas, estas foram encaminhadas
para a identificacdo no Laboratério Nacional de Luz Sincronton - LNLS, no Laboratério de
Espectrometria de Massas, em Campinas, SP, cujos resultados ainda ndo foram obtidos. O
sequénciamento de fragmentos das aloenzimas purificadas serdo oportunamente utilizados
para o desenho de oligonucleotideos iniciadores, visando o sequénciamento do gene da
esterase-5.

Ambas as aloenzimas foram purificadas, como mostrado nas figuras 6 e 7. Na figura 6,
as massas moleculares encontradas para as subunidades das EST-5° ¢ EST-5" sdo idénticas e
estimadas em torno de 66 e 68 kDa por SDS-PAGE. Esses resultados reforcam a idéia de que
a migracdo diferente em gé€is ndo desnaturantes seja devido ao efeito de carga elétrica,
provavelmente envolvendo mutacdes que tenham substituidos aminodcidos de cargas opostas
ou amino4dcidos neutros por aminodcidos eletricamente carregados.

Os resultados da purificagdo foram confirmados utilizando-se um sistema que preserva
a atividade enzimdtica. A figura 7 mostra a separagdo das esterases em gel de poliacrilamida -
SDS, onde as amostras nao foram fervidas. Apos a corrida eletroforética, o gel foi pré-
incubado em tampdo fosfato com triton X-100 2,5 %, para remoc¢do do SDS, e,
posteriormente, foi corado especificamente para esterases. Portanto, as bandas que sdo
visualizadas neste gel sdo o resultado da atividade catalitica das aloenzimas purificadas sobre
o substrato B-naftil-acetato, dessa forma, assegurando que as proteinas purificadas na figura 6
sdo realmente as EST-5° ¢ EST-5". Contudo, nesta figura 7, as aleloenzimas apresentaram
migragdes diferentes, explicado pela metodologia empregada. Nesse caso, o SDS deve ter
contribuido para a dissociacdo das subunidades que ainda apresentaram atividade catalitica.
Como as isoenzimas ndo foram totalmente desnaturadas, mas apenas dissociadas em suas
subunidades observou-se, nesse caso, que a migragao também teve a influéncia da carga total
das subunidades das proteinas, e ndo devido ao peso molecular, como é o caso da figura 6.
Além disso, a figura 7 também pode ser explorada para ilustrar a diferenga de resisténcia das
aleloenzimas frente ao triton, pois como visualizado, a atividade esterdsica da EST-5° foi mais
expressiva que a EST-5", que apresentou atividade catalitica mais reduzida.

Pen et al. (1986) também purificaram as duas principais variantes da esterase-5 de D.

mojavensis, espécie pertencente ao mesmo complexo mulleri. Da mesma forma, as EST-5" e
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EST-5'"" foram purificadas de linhagens homozigotas para os alelos codificantes destas
isoenzimas. E, semelhantemente aos nossos resultados, as aleloenzimas apresentaram massas
moleculares iguais em SDS-PAGE. As subunidades das EST-5"° e EST-5' de Drosophila
mojavensis apresentaram uma massa molecular entre 64 e 66 kDa, um pouco menor que a
esterase-5 de Drosophila mulleri.

Lee et al. (2000) também realizaram ensaios enziméticos com a enzima em extrato
bruto e s6 depois purificaram uma das esterases (designada como A). Esses autores
purificaram e caracterizaram a esterase A (enzima ndo encontrada nas linhagens susceptiveis
ao inseticida) que conferia resisténcia ao coledptero da espécie Oryzaephilus surinamensis
frente a vérios inseticidas organofosforados. As atividades esterdsicas dos extratos brutos das
linhagens resistentes (linhagem VOSF) e susceptiveis (linhagem VOS48) foram realizadas
com trés substratos: p-nitrofenil acetato, a-naftil acetato e B-naftil acetato. A linhagem VOSF
mostrou elevada atividade esterdsica em compara¢do a linhagem VOS48, demonstrando assim
o nivel de esterases em insetos adultos para as duas linhagens.

Haubruge et al. (2002) caracterizaram cineticamente a carboxilisterase que confere
resisténcia ao malathion (MCE) em Tribolium castaneum. A MCE de linhagens resistentes
apresentou um K,, 17 vezes menor e uma V,,,, 4,6 vezes maior do que a MCE de linhagens
susceptiveis. No entanto, a MCE das linhagens susceptiveis hidrolisou o a-naftil acetato mais
rapido do que a MCE de linhagens resistentes. A constante de especificidade para as duas
esterases estudadas mostrou que a MCE de linhagens susceptiveis preferem o a-naftil acetato
ao malathion, por outro lado, a MCE de linhagens resistentes apresentou uma melhor
especificidade ao malathion comparado ao a-naftil acetato.Desta forma os autores concluem
que a resisténcia especifica ao malathion € devido a presenca de uma esterase
qualitativamente diferente.

Como observado, héd trabalhos comparando os valores cinéticos de variantes
isoenzimaticas, principalmente aquelas variantes que proporcionam resisténcia a inseticidas. E
essas, na maioria dos casos, apresentam caracteristicas cinéticas distintas. Em contrapartida,
nos resultados do presente trabalho, os valores de V,,,, € K,, foram semelhantes para ambas as
aloenzimas, o que sugere que a diferenca entre elas ndo esteja relacionada a atividade do sitio
catalitico, mas talvez as diferencas sutis em suas estruturas, causadas por trocas de

aminodcidos, que originaram a resisténcia diferencial entre elas.
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VI - CONCLUSAO

Os resultados dos extratos brutos contendo as aloenzimas EST-5° e EST-5"
submetidos a tratamentos fisicos e quimicos, juntamente com os resultados dos experimentos
de produtividade e dados da literatura, sdo incompativeis com a hipdtese da neutralidade para
a manutencdo do polimorfismo no loco da esterase-5 de Drosophila mulleri, devido ao fator
seletivo a favor do alelo Est-5° nas condigdes estudadas.

Os experimentos de purificagdo reforcaram importantes dados sobre as aloenzimas,
pois estas apresentaram subunidades de mesma massa molecular, o que deixa claro que a
migracdo diferente em gé€is ndo desnaturantes seja devido ao efeito de carga elétrica,
provavelmente envolvendo mutacdes que tenham substituidos aminodcidos de cargas opostas
ou aminodcidos neutros por aminodcidos eletricamente carregados.

A caracterizacdo cinética forneceu os valores de V. e K,,, que embora semelhantes,
sugeriram que a diferenca entre elas ndo esteja relacionada a atividade do sitio catalitico, mas
talvez as diferencas sutis em suas estruturas, causadas por trocas de aminodcidos, que

provavelmente originaram a resisténcia diferencial entre elas.
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