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RREESSUUMMOO  GGEERRAALL  
 

 

Miosinas são proteínas motoras que translocam sobre filamentos de 

actina e atualmente constituem uma superfamília com 20 classes. Algumas são 

conhecidas apenas a estrutura primária através de seqüência gênica, outras já 

estão bem caracterizadas bioquimicamente, como as miosinas I, II e V. São 

amplamente distribuídas em todas as células eucarióticas. Apresentam como 

características bioquímicas: alta atividade ATPase na presença de EDTA e alta 

concentração de potássio (atividade K/EDTA-ATPase) e uma baixa atividade 

Mg2+-ATPase, que é estimulada por F-actina. Preparação de actomiosina é 

obtida a partir da precipitação de fração solúvel de cérebro tanto em baixa 

quanto em alta força iônica e esse processo de precipitação constitui um passo 

importante para purificar e caracterizar miosina II e V a partir de fração solúvel 

de cérebro. Miosina II é precipitada quando a fração solúvel de cérebro é 

dializada contra tampão de baixa força iônica, enquanto que, miosina V é 

precipitada seletivamente em relação à miossina II, quando a fração solúvel de 

cérebro é tratada com alta força iônica, sendo postulado que essa precipitação 

de miosina (II e V) seja resultado de sua interação com actina e vesículas. 

Recentemente temos obtido a precipitação de actomiosina a partir do 

congelamento de fração solúvel de cérebro ou testículo de rato. Neste trabalho 

mostramos a purificação de miosina II de testículo de rato e a obtenção de 

actomiosina de cérebro de suino, bovino e pintainho através do congelamento 

de fração solúvel de cérebro e testículo.  

 

 
 
 
Palavras chaves: miosina, actomiosina, testículos, cérebro, vertebrados. 
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IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  GGEERRAALL  
  
 

 

A capacidade de se movimentar voluntariamente é uma das 

características básicas dos seres vivos [1]. Para tanto, é necessário um conjunto 

de reações bioquímicas integradas. As células eucarióticas possuem no seu 

citoplasma um complexo conjunto de proteínas filamentares, denominado de 

citoesqueleto, constituído em sua maioria de microtúbulos e filamentos de actina 

[2;3]. Este permite as células transportarem vesículas, sofrerem mudanças 

conformacionais e migrarem [4;5]. Processos esses altamente regulados pelas 

células, através de um conjunto de reações bioquímicas. Proteínas com 

atividade enzimática são as responsáveis pela realização dessas reações, 

dentre as quais estão as ATPases, enzimas que têm a propriedade de hidrolisar 

a molécula de adenosina trifosfato (ATP) e acoplar a energia liberada da 

hidrólise da ATP à realização de algum tipo de trabalho celular.  

Miosina, dineína e cinesina que se deslocam ao longo do citoesqueleto, 

são conjuntamente denominadas de motores moleculares. São também os 

principais motores moleculares solúveis [6;7;8]. A característica comum desses 

motores moleculares é a capacidade de hidrolisar a ATP e converter parte da 

energia de hidrólise em trabalho mecânico, constituindo assim um componente 

gerador de força para a célula [9]. Apresentam um papel essencial em muitos 

processos celulares como contração muscular, fagocitose, emissão de 

pseudópodos, transporte de vesículas e organelas, migração de cromossomos 

durante o processo de divisão celular e citocinese [4;5;10].  

Dineína e cinesina são as duas principais famílias de motores 

moleculares baseados em microtúbulos [11]. Cerca de 15 classes de dineínas 

são conhecidas, destas apenas duas são dineínas citoplasmáticas e as demais 

são dineínas axonemais, as quais têm função crítica no movimento de cílios e 

flagelos [11]. Todas a formas de dineína contêm uma longa cadeia polipeptídica 

com massa molecular >500 kDa (cadeia pesada de dineína) que é responsável 

pelas atividades ATPase e motora [11;12]. As dineínas também contêm várias 
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subunidades: cadeia intermediária, cadeia leve intermediária e cadeias leves 

[11;12], algumas que são comuns para dineína citoplasmática e axonemal, e 

outras que são especificas de subclasses de dineínas [11]. Dineínas 

citoplasmática, flagelar e ciliar possuem uma região relativamente conservada, o 

domínio cabeça, envolvida na produção de força ao longo dos microtúbulos [11]. 

As dineínas axonemais e citoplasmáticas são capazes de conduzir o 

deslizamento de microtúbulos in vitro [13]. São morfologicamente similares, 

sendo a forma citoplasmática relacionada, mas não idêntica à dineína axonemal 

[14]. 

Os microtúbulos são química e morfologicamente polarizados com 

extremidades mais (+) e menos (-) [2;15;16]. Nas células eucarióticas, a 

extremidade mais (+) está voltada para periferia celular, enquanto que a 

extremidade menos (-) está voltada para o núcleo celular [2;15;16]. Dineína 

citoplasmática, a princípio, foi referida como geradora de força em direção a 

extremidade menos (-) dos microtúbulos [3;14;17]. Contudo uma outra forma de 

dineína citoplasmática tem sido relacionada como geradora de força em direção 

à extremidade mais (+) dos microtúbulos, constituindo assim, as dineínas, 

motores moleculares bidirecionais [2;11;18]. 

Todas as cinesinas atuam como motores moleculares. Convertem a 

energia liberada da hidrólise da ATP em movimento ao longo de microtúbulos 

[8;19]. A primeira cinesina foi descoberta em axoplasma de lula por Vale et al 

[20]. A cinesina isolada de diferentes tecidos é um tetrâmero, que consiste de 

duas cadeias pesadas 120 kDa (cadeia alfa) e duas leves com cerca de 64 kDa 

(cadeias beta) [21]. O domínio catalítico globular é altamente conservado entre 

cinesinas e contém os sítios de ligação aos microtúbulos e ATP [22]. As 

cinesinas são ainda classificadas quanto à posição do domínio motor. Enquanto 

a cinesina de cérebro possui o domínio motor na extremidade N-terminal (tipo 

N), alguns membros dessa superfamília apresentam o domínio motor na 

extremidade C-terminal (tipo C) e outros apresentam esse domínio no meio da 

molécula (tipo M). Alguns membros da superfamília das cinesinas realizam 

movimento para a extremidade (+) dos microtúbulos, como as cinesinas tipo N; 
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enquanto outros realizam o transporte para a extremidade (-) dos microtúbulos 

[15;16;21;22]. As cinesinas estão envolvidas em vários processos celulares 

como transporte de organelas em neurônios, divisão celular e transporte de 

vesículas [15;16;21]. 

As miosinas constituem proteínas motoras que translocam sobre 

filamentos de actina. Despertam grande interesse principalmente em virtude do 

intenso estudo da miosina II de músculo esquelético, principal responsável pela 

contração muscular e a primeira miosina descoberta [1]. Constituem uma 

superfamília com 20 classes, classificação feita a partir da análise comparativa 

do domínio cabeça, sendo a classificação também similar em termos de 

organização do domínio cauda [23]. Algumas conhecidas apenas pela estrutura 

primária baseada na seqüência gênica, outras já estão bem caracterizadas 

bioquimicamente, como as miosinas I, II e V [24]. São amplamente distribuídas 

em todas as células eucarióticas [25]. As miosinas possuem um domínio motor 

altamente conservado entre as diferentes classes, enquanto que apresentam um 

domínio cauda característico de cada membro [23;26]. Apresentam como 

características bioquímicas: alta atividade ATPase na presença de EDTA e alta 

concentração de potássio, ou na presença de cálcio, baixa atividade Mg2+-

ATPase in vitro e estimulação da atividade Mg2+-ATPase sob condições 

fisiológicas [27;28;29]. 

 Com exceção das miosinas I, II e V pouco se conhece das 

propriedades bioquímicas dessas enzimas [24]. Miosina II muscular ou miosina 

convencional é o mais bem conhecido membro da superfamília das miosinas, 

isolada inicialmente de músculo esquelético, é uma proteína hexamérica 

composta por um par de cadeias pesadas com cerca de 200 kDa com um 

domínio cauda em α-hélice capaz de se alto associar para formar filamentos 

bipolares e dois pares de cadeias leves de aproximadamente 20 kDa [25]. Na 

década de 70, uma proteína de baixo peso molecular com característica de 

miosinas e com atividade Mg2+-ATPase dependente de actina foi isolada de 

Acanthamoeba catellani [30], composta por uma única cadeia pesada e que não 

forma dímero [31], foi então denominada miosina I. Ainda na década de 70, 
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outra proteína de massa molecular de 200 kDa, com características de miosina 

como baixa atividade Mg2+-ATPase e atividade K/EDTA-ATPase, também 

composta por duas cadeias pesadas, foi isolada de Acanthamoeba catellani, 

miosina II [32]. Sabe-se que miosina II é amplamente distribuída em todas as 

células eucarióticas e está implicada em muitos eventos celulares como 

migração cromossômica, crescimento celular e citocinese [4;32;33]. 

Todas as miosinas da classe I são compostas por uma única cadeia 

pesada [34;35]. Miosina I tem sido identificada em muitos eucariotos superiores 

[25;34;35;36]. A miosina I presente em vertebrados consiste de uma única 

cadeia pesada com uma massa molecular em torno de 110 a 130 kDa 

[31;35;36]. Miosina I possui três domínios funcionais: a região amino-terminal 

(domínio cabeça) que contém os sítios ligantes de ATP e actina, um domínio 

pescoço que contém seis sítios ligantes de calmodulina e um domínio carboxi-

terminal (domínio cauda) que está implicada na interação com a carga a ser 

transportada [37]. Em tecido epitelial, miosina I tem sido associada ao transporte 

de vesículas [31;35;38]. 

Miosina V é uma proteína composta por duas cadeias pesadas com 

cerca de 212 kDa, estimativa feita a partir de sua seqüência de aminoácidos 

[39], sendo que foi inicialmente referida como p190, devido a sua mobilidade 

relativa em SDS-PAGE [28;40]. Miosina V apresenta um domínio cabeça 

globular, na porção N-terminal da molécula, o qual possui o sitio ligante de 

actina e ATP, um domínio pescoço que apresenta seis motivos IQ nos quais se 

ligam cadeias leves ou calmodulina, e um domínio cauda C-terminal 

apresentando regiões globulares em sua estrutura, que além de ser responsável 

pela dimerização da molécula parece interagir com a carga a ser transportada 

[23;29]. Em vertebrados, miosina V está subdividida em três subclasses: miosina 

Va presente em cérebro, Vb presente em tecido epitelial e cérebro, e Vc 

presente em tecidos glandulares e epiteliais como pâncreas, próstata e fígado 

[41;42;43;44]. Estudos mostram que miosina V é uma molécula processiva 

(caminha, similar a um bípede) que realiza movimento sobre um único filamento 

de actina em direção a superfície celular [45;46;47]. Miosina V apresenta 
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importância fisiológica em virtude de estar implicada em algumas doenças, como 

na síndrome de Griscelli, em que se faz necessário o transporte de estruturas 

membranosas [41;43;44;48], sendo que em mamíferos tem-se evidenciado a 

presença de Miosina V no transporte de melanossomos, organelas e vesículas 

[41;43;44]. 

Miosina VI foi primeiro identificada em Drosophila melanogaster [49] e 

posteriormente identificada também em mamíferos [50]. Os filamentos de actina, 

assim como os microtúbulos, são polarizados no sentido de sua polimerização, 

com uma extremidade mais (+) voltada para a periferia celular, e uma 

extremidade menos (-) voltada para o centro celular [51;52;53]. Miosina VI é a 

única miosina atualmente conhecida que se move em direção à extremidade (-) 

do filamento de actina [51;52;53]. Em SDS-PAGE miosina VI apresenta uma Mr 

em torno de 120 kDa [54]. A estrutura da miosina VI tem sido sugerida 

baseando-se na seqüência de aminoácidos e está dividida em três domínios 

funcionais: cabeça, pescoço e cauda. O domínio cabeça possui os sítios ligantes 

de ATP e actina, o domínio pescoço possui um único motivo IQ ligante de 

cadeias leves ou calmodulina [23;24;51]. O domínio cauda possui uma região 

globular na porção terminal, sugerindo a principio estar envolvido na dimerização 

da molécula [23;51]. Contudo estudos recentes sugerem que a molécula de 

miosina VI não forme dímero [24]. A identificação de miosina VI em vários 

tecidos trouxe a perspectiva de sua importância fisiológica. Foi primeiro 

identificado que uma mutação no gene da miosina VI causava disfunção auditiva 

[55;56], encontrando-se posteriormente miosina VI no neuroepitélio da cóclea do 

ouvido interno, sugerindo que ela tenha papel crítico na função mecânica dos 

estereocílios [56]. Em células de mamíferos, miosina VI tem aparente função no 

transporte de endossomos manutenção da morfologia e secreção do complexo 

de Golgi [57]. 

Durante as últimas décadas, um grande número de miosinas tem sido 

identificado, a partir da seqüência gênica. O estudo dessas miosinas expressas 

indica que elas não possuem a habilidade de formar filamentos espessos, mas 

têm papel crítico em muitas funções contráteis ou de motilidade [23;54]. A 
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purificação dessas proteínas é uma etapa importante para o conhecimento de 

suas propriedades bioquímicas. Nosso laboratório tem como linha de pesquisa a 

purificação e caracterização de ATPases de diferentes tecidos.  Temos usado o 

congelamento de fração solúvel para a precipitação de actomiosina, conforme 

descrito por Soares Melo [58]. 
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Abstract 

 

Actomyosin from rat testis was obtained by freezing the soluble fraction and 

myosin II was isolated from this actomyosin. Testis was homogenized in a buffer 

extract, centrifuged, and the 40,000g x 40’ supernatant frozen at -20°C for 48 

hours. The supernatant was thawed at 4°C, centrifuged at 45.000g x 45’ and the 

precipitate washed twice with imidazole buffer (pH 7.0 and 9.0, respectively). The 

resulting precipitate was enriched in 3 polypeptides: p205, p43 and one that 

migrated together with the front of the gel. These polypeptides were solubilized in 

pH 10.8 buffer at 27°C. When isolated in a Sephacryl S-400 column, p205 co-

sedimented with F-actin in the absence, but not in the presence, of ATP and was 

marked with anti-myosin II. Although the testis preparation expressed low 

K/EDTA-ATPase activity, a similar preparation obtained from skeletal muscle 

exhibited high K/EDTA-ATPase activity. In this study, myosin II was isolated from 

an actomyosin preparation obtained by freezing the soluble fraction of testis. 

 

 

 

Keywords: myosin II, purification, testis, rat. 
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Resumo 
 

Actomiosina de testículo de rato foi obtida através do congelamento de fração 

solúvel e miosina II foi isolada a partir dessa actomiosina. Testículos foram 

homogeneizados em tampão de extração, centrifugado e o sobrenadante 

40.000g x 40’ foi congelado a -20oC por 48 horas. O sobrenadante foi 

descongelado a 4oC, centrifugado a 45.000g x 45’ e o precipitado foi lavado 

duas vezes com tampão imidazol (pH 7,0 e 9,0, respectivamente). O precipitado 

resultante é enriquecido em três polipeptídeos: p205, p43 e um que migra junto 

com a frente do gel. Esses polipeptídeos foram solubilizados em tampão pH 10,8 

a 27oC. O p205, isolado em Sephacryl S-400, co-sedimenta com F-actina na 

ausência, mas não na presença, de ATP e foi marcado com anti-miosina II. 

Embora a preparação de testículo, praticamente, não expressou atividade 

K/EDTA-ATPásica, uma preparação similar obtida a partir de músculo 

esquelético apresentou alta atividade K/EDTA-ATPásica. Nesse trabalho, 

miosina II foi isolada a partir de uma preparação de actomiosina obtida pelo 

congelamento de fração solúvel de testículo. 

 

 

Palavras chaves: miosina II, purificação, testículo, rato. 
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Introdução 

 

Miosina é uma família de proteínas motoras envolvida em movimento ao 

longo de filamentos de actina e que apresenta papel fundamental na motilidade 

celular [1]. Atualmente, 20 classes de miosinas já foram identificadas [2]. A 

miosina clássica de músculo pertence à classe II e é referida como miosina 

convencional, enquanto as demais são referidas como miosinas não 

convencionais [2;3]. A miosina II é constituída por duas cadeias polipeptídicas 

em torno de 200 kDa (cadeias pesadas) caracterizadas por apresentar um 

domínio motor na extremidade N-terminal, onde encontram-se o sítio de ligação 

a ATP e o sítio de interação aos microfilamentos, um domínio C-terminal 

responsável pela dimerização das cadeias pesadas e, entre esses dois 

domínios, um domínio constituído por dois motivos IQ, onde se ligam as cadeias 

leves [1]. Semelhante a miosina II, algumas miosinas não convencionais, como a 

miosina V, são constituídas por duas cadeias pesadas [4], enquanto outras 

como as da classe I são constituídas por apenas uma cadeia pesada [5]. 

 

Miosina II, juntamente com a actina, são as proteínas responsáveis pela 

contração muscular, contudo isoformas de miosina II são encontradas em 

células não musculares e participa de vários processos como migração 

cromossômica durante a mitose e transporte de vesículas [6]. Em tecidos não 

musculares de vertebrados foram identificadas três isoformas de miosina II: 

miosina II-A, II-B e II-C [7;8;9;10]. Homogeneizado de testículo possui um 

polipeptídeo de 200 kDa, que é reconhecido por um anticorpo específico para a 

isoforma de miosina II-B em Western blot [10]. Anticorpos específicos para as 

isoformas de miosina II-A ou II-C não apresentaram reação cruzada com 

qualquer polipeptídeo nesse homogeneizado, embora exista mRNA para a 

isoforma de miosina II-C nesse tecido [10]. 

  

A purificação de miosinas a partir de diferentes tecidos é importante para 

suas caracterizações estrutural e funcional. Actomiosina é precipitada a partir de 
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fração solúvel de cérebro tanto em baixa como em alta força iônica e esse 

processo de precipitação constitui um passo importante para purificar e 

caracterizar miosina II e V a partir de fração solúvel de cérebro [11;12;13;14]. A 

miosina II é precipitada, preferencialmente, quando fração solúvel de cérebro é 

dializada contra tampão de baixa força iônica [11], enquanto a miosina V é 

precipitada seletivamente, quando fração solúvel de cérebro é tratada com alta 

concentração de sal [4;13]. Essa precipitação de miosina (II e V) é postulada por 

resultar de sua interação com actina e vesículas [15]. Nesse trabalho, isolamos 

miosina II de testículo a partir de actomiosina obtida pelo congelamento de 

fração solúvel de testículo de rato.  

 

Material e Métodos 

 

Purificação de miosina II de Testículo de Rato: Ratos Wistar adultos foram 

anestesiados com éter etílico e imediatamente sacrificados por deslocamento 

cervical. Os testículos foram removidos, lavados em solução gelada de KCl 150 

mM, cortados com tesoura metálica e homogeneizados (1g de testículo/mL) em 

tampão de extração (Imidazol-HCl 50 mM pH 7,0, EGTA 10 mM, EDTA 10 mM, 

sacarose 250 mM, benzamidina 1,0 mM e DTT 1,0 mM) usando 

homogeneizador de vidro tipo potter. Todo o procedimento de homogeneização 

foi feito em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 40.000g x 40’ e 

o sobrenadante (S1) foi recuperado e congelado a –20oC por pelo menos 48 

horas, para a precipitação de actomiosina. Após esse período, a fração S1 foi 

descongelada a 4oC e centrifugada a 45.000g x 40’. A fração precipitada (P2) é 

enriquecida em actomiosina e foi utilizado como fonte para purificar miosina II de 

testículo de rato. A fração P2 foi ressuspendida em tampão de lavagem 

(Imidazol-HCl 20 mM pH 7,0, EDTA 1,0 mM, EGTA 1,0 mM, benzamidina 0,1 

mM e DTT 0,1 mM) e centrifugado a 45.000g x 40’. A fração P3 foi 

homogeneizada em tampão de lavagem pH 9,0 e imediatamente centrifugada a 

45.000g x 40’. Até esta fase, foram utilizadas soluções geladas, as 

homogeneizações foram feitas em banho de gelo e as centrifugações foram 
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realizadas a 4oC. A fração P4 foi homogeneizada em solução de solubilização 

(Imidazol-HCl 20 mM pH 10,8, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, benzamidina 0,1 

mM e DTT 0,1 mM) a 27oC usando homogeneizador de vidro tipo potter e 

centrifugada a 45.000g x 40. O sobrenadante (fração S5) foi aplicada em coluna 

(1,5 x 50 cm, 89 mL) de Sephacryl S-400, previamente equilibrada com solução 

de solubilização. A coluna foi eluída com essa solução e foram coletadas frações 

de 2 mL. O fluxo da coluna foi de 0,3 mL/minuto e todo o processo foi conduzido 

a 27oC. 

 

Ensaio de sedimentação com actina: O ensaio de co-sedimentação foi 

realizado em baixa velocidade de centrifugação, como descrito por Pollard e 

Cooper [16]. No ensaio, foram usadas 250 µg do polipeptídeo de alto peso 

molecular isolado na coluna de Sephacryl S-400 (frações 11 a 13) e 250 µM de 

actina filamentar purificada de músculo de coelho. O ensaio foi realizado na 

presença ou ausência de ATP 2 mM. O polipeptídeo foi incubado por 15 

minutos, em banho de gelo, com filamentos de actina e, então, centrifugada a 

15.000g por 15 minutos a 4oC. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e 

o precipitado foi homogeneizado em 0,5 mL de tampão imidazol 20 mM pH 7,0, 

EDTA 1,0 mM, EGTA 1,0 mM, benzamidina 0,1 mM e DTT 0,1 mM. 

 

Atividade ATPase: A atividade ATPásica foi determinada pela medida do 

fosfato inorgânico liberado do ATP usando o método de Heinonen e Lathi [17]. A 

reação foi realizada a 37oC e o volume final foi de 200 µL. A atividade Mg-

ATPásica foi ensaiada em tampão imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT 

1,0 mM, KCl 60 mM, MgCl2 4,0 mM e ATP 1,0 mM. A atividade K/EDTA-

ATPásica foi ensaiada em tampão imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT 

1,0 mM e ATP 1,0 mM, com 60 ou 600 mM de KCl. As reações foram iniciadas 

com a adição de ATP e interrompidas com a adição da solução de dosagem de 

Pi. 
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Outros métodos: O perfil eletroforético dos polipeptídeos foi obtido através de 

SDS-PAGE [18] usando mini géis e gradiente de 5 a 22 % [19]. O Western blot 

foi realizado conforme descrito por Towbin et al [20]. Anticorpo policlonal contra 

cadeia pesada de miosina-II de cérebro de rato foi gerado em coelho e o 

anticorpo secundário conjugado com fosfatase alcalina foi obtido da SIGMA. O 

immunoblotting foi revelado com NBT/BCIP. Proteínas foram dosadas pelo 

método de Bradford [21]. 

 
 
Resultados e Discussão 

 

 

O congelamento do sobrenadante 40.000g x 40 minutos (S1) de testículo 

de rato causa a precipitação de vários polipeptídeos (Fig. 1). Os polipeptídeos 

de aproximadamente 205 (p205) e 43 (p43) kDa  presentes na fração S1 

aparecem predominantemente na fração precipitada, enquanto os demais 

polipeptídeos estão divididos entre o precipitado e o sobrenadante. Esses 

polipeptídeos, com exceção de um de baixo peso molecular (migra junto com a 

frente do gel), praticamente desaparecem da fração precipitada após o 

procedimento de lavagem desta fração (Fig. 1). Observa-se, também, que o 

p205, praticamente, não é solubilizado durante esse procedimento de lavagem, 

mas p43 é parcialmente solublizado, principalmente, na lavagem com pH 9,0 

(Fig. 1). O polipeptídeo de 205 kDa é solubilizado, quando o pH é aumentado 

para 10,8 e a temperatura é elevada e mantida a 27oC. Nessas condições, o p43 

e o polipeptídeo que migra junto com a frente do gel também são solubilizados 

(Fig. 1). O aumento da temperatura é importante para a solubilização de p205 e, 

mesmo em pH 7,0, esse polipeptídeo é parcialmente solubilizado, quando a 

temperatura é elevada para 27oC (dados não mostrados). Portanto, é 

fundamental que durante todo o processo de lavagem dos precipitados, a 

temperatura seja mantida abaixo de 4oC, para evitar a solubilização precoce de 

p205. 
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Os principais polipeptídeos da fração P4, p205 e p43, apresentam Mr em 

SDS-PAGE similares, respectivamente, à cadeia pesada de miosina (II ou V) e 

actina. No intuito de melhor caracterizar p205, a fração S5 foi aplicada em 

coluna de Sephacryl S-400 e o polipeptídeo de aproximadamente 205 kDa foi 

isolado (Fig. 2). Embora não esteja claro na figura 2, o polipeptídeo de baixo 

peso molecular não foi eluído junto com p205. A análise do gel indica sua co-

eluição com actina e, portanto, sugere que esse polipeptídeo não está 

relacionado com p205. Os polipeptídeos das frações S1 e S5 e o polipeptídeo 

p205 isolado em coluna de Sephacryl S-400 foram separadas em SDS-PAGE, 

transferidos (Western blot) para papel de nitrocelulose e sondados com um 

Figura 1 – SDS-PAGE da preparação de p205 de testículo de rato. As frações
S1, S2, S4 e P3 (7,0 µg); P2, S3, P4 e S5 (8,0 µg) e P5 (4,0 µg) foram analisadas 
em gel gradiente 5 a 22 % e o gel foi corado com Commassie Blue R-250. Linha 1- 
marcadores de massa molecular: cadeia pesada de miosina (205 kDa), β-
galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa), 
ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbônica (29 kDa). O p205 e p43 estão 
indicados à direita. 
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anticorpo gerado contra cadeia pesada de miosina II de cérebro. Observa-se 

pela figura 3 que o polipeptídeo de 205 é reconhecido por esse anticorpo. 

Observa-se, também, que esse anticorpo não reconhece outros polipeptídeos, 

pois embora a fração S1 possua diferentes tipos de polipeptídeos apenas o de 

205 kDa é reconhecido por ele (Fig. 3). Incubamos p205, também, com 

anticorpo específico para miosina V, mas não foi detectada nenhuma marcação 

(dados não mostrados). Essa falta de marcação, provavelmente, se deve a 

ausência ou baixa concentração de miosina V em testículo [12], pois a fração P4 

obtida a partir de cérebro de rato pelo mesmo procedimento descrito nesse 

trabalho, possui um polipeptídeo de aproximadamente 200 kDa que reage com 

anti-miosina V (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Purificação de p205 em coluna de Sephacryl S-400. A fração S5 foi
aplicada em coluna de Sephacryl S-400 e foram coletadas frações de 2 mL da coluna. A 
fração S5 (5 µg) e as frações 09 a 20 (10 µL) foram analisadas em gel gradiente 5 a 22 
% e o gel foi corado com Comassie Blue R-250. Linha 1- marcadores de massa 
molecular: cadeia pesada de miosina (205 kDa), β-galactosidase (116 kDa), fosforilase 
b (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase 
carbônica (29 kDa). O p205 e p43 estão indicados à direita. 
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Uma característica das miosinas é sua co-sedimentação com F-actina na 

ausência de ATP [16]. A figura 4 mostra que p205 co-sedimenta com F-actina, 

quando esse polipeptídeo é incubado com F-actina na ausência de ATP, mas 

não quando a incubação é realizada na presença de ATP. Na ausência de F-

actina, não ocorre sedimentação de p205, quer na presença ou ausência de 

ATP (Fig. 4). Uma outra característica das miosinas é sua atividade ATPásica na 

ausência de cátions divalentes e presença de alta concentração de potássio, 

atividade K/EDTA-ATPásica. A fração P4 de testículo de rato apresenta baixa 

atividade K/EDTA-ATPásica (Fig. 5). Embora a atividade ATPásica das miosinas 

seja considerada sensível ao congelamento, a baixa atividade K/EDTA-

ATPásica observada nesse trabalho parece ser uma característica de miosina 

de testículo, pois uma fração P4 de músculo esquelético, obtida pelo método de 

congelamento descrito nesse trabalho, apresenta alta atividade K/EDTA-

ATPásica (Fig. 5). Um dado que corrobora a baixa atividade K/EDTA-ATPásica 

de miosina de testículo é a ausência dessa atividade na fração S1 

(sobrenadante 40.000g x 40 minutos) obtida a partir de testículos frescos (dados 

não mostrados). Nesse ensaio nem os testículos e nem a fração S1 foram 

congelados. Sabe-se também que membros da família das miosinas de 

diferentes tecidos apresentam baixa ou mesmo ausência de atividade K/EDTA-

ATPásica  [21]. Portanto, a ausência de atividade K/EDTA-ATPásica na fração 

P4 de testículo não implica que o p205 não seja membro da família das 

miosinas, pois a marcação com anticorpo específico para miosina II e o ensaio 

de co-sedimentação com actina sugerem fortemente que o p205 pertença a 

família das miosinas. 
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Figura 4 – O p205 co-sedimenta com actina em uma maneira dependente de
ATP. O ensaio de co-sedimentação com F-actina foi realizado a baixa velocidade de 
centrifugação e as frações foram analisadas em SDS-PAGE. S e P indicam, 
respectivamente, o sobrenadante e o precipitado de cada ensaio. Linha 2: p205 
purificado em coluna de Sephacryl S-400 (frações 11 a 13); linha 3: F-actina de 
músculo purificada; linha 4: F-actina mais p205 na presença de ATP; linha 5: F-actina 
mais p205 na ausência de ATP; linha 6: p205 na ausência de ATP. Linha 1 indica os 
marcadores de massa molecular. 

Figura 3 – O p205 é reconhecido por um anticorpo específico para miosina
II. O Western blotting das frações S1, S5 e de p205 (frações 11 a 13 da coluna 
de Sephacryl) foi incubado com um anticorpo policlonal específico para miosina 
II. A seta a esquerda destaca a mobilidade da cadeia pesada de miosina II. 
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Assim, podemos referir o p205 como miosina II de testículo e, como 

apenas a isoforma B de miosina II foi detectada nesse tecido [10], 

provavelmente, o polipeptídeo isolado nesse trabalho seja da isoforma B de 

miosina II. A preparação de actomiosina obtida pelo congelamento de fração 

solúvel de testículo é semelhante à preparação de actomiosina de cérebro 

obtida em baixa força iônica, onde predomina miosina II em relação à miosina V 

[11;12]. No caso de testículo, isto parece ser devido à ausência ou a baixa 

concentração de miosina V nesse tecido [12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 5 – Atividade K/EDTA-ATPásica da fração P4 de testículo e músculo
esquelético. As frações P4 (37 µg) de músculo esquelético de rato e P4 (34 µg) 
de testículo de rato foram incubadas por 10 minutos a 37oC em meio de reação 
contendo Imidazol-HCl 25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1 mM e KCl 60 ou 600 
mM conforme indicado. A reação foi iniciada com a adição de ATP 1 mM e 
interrompida com a adição de solução de dosagem. Os resultados representam a 
média de três experimentos. 
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Abstract 

 

 

Actomyosin from swine, bovine and chicks brain was obtained by freezing the 

soluble fraction and myosin II and V was precipitate together, and myosin II from 

swine brain was partially isolated from this actomyosin. Brain was homogenized 

in a buffer extract, centrifuged, and the 40,000g x 40’ supernatant frozen at -20°C 

for 48 hours. The supernatant was thawed at 4°C, centrifuged at 45.000g x 45’ 

and the precipitate washed twice with imidazole buffer (pH 7.0 and 10.0, 

respectively). The resulting precipitate was enriched in 3 polypeptides: p205, 

p53, p43 and own high Mg2+-ATPase activity. These polypeptides were 

solubilized in pH 10.2 buffer at 27°C, with addition of ATP, Mg and NaCl. The 

p205 from swine brain was partially isolated in a Sephacryl S-500 column. This 

polypeptide of 205 kDa was marked with antibody anti-myosin II and V. Although 

the brain preparation expressed low K/EDTA-ATPase activity, we observed Co2+-

ATPase activity and a stimulation of the Mg2+-ATPase activity by Tween 20. In 

this study, showed a precipitation together of myosin II and V, and partially 

isolated this myosin from swine brain from actomyosin preparation obtained by 

freezing the soluble fraction of brain. 

 
 
 
Keywords: myosin, ATPase, brain, vertebrate.  
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Resumo 

 

Actomiosina de cérebro de suino, bovino e pintainho foi obtida através do 

congelamento de fração solúvel e miosina II e V foram precipitadas 

conjuntamente, sendo que miosina de cérebro de suino foi parcialmente isolada 

a partir dessa actomiosina. Os cérebros foram homogeneizados em tampão de 

extração, centrifugado e o sobrenadante 40.000g x 40’ foi congelado a -20oC por 

48 horas. O sobrenadante foi descongelado a 4oC, centrifugado a 45.000g x 45’ 

e o precipitado foi lavado duas vezes com tampão imidazol (pH 7,0 e 10, 

respectivamente). O precipitado resultante é enriquecido em três polipeptídeos: 

p205, p53, p43 e possui alta atividade Mg2+-ATPase. Esses polipeptídeos foram 

solubilizados em tampão pH 10,2 a 27oC, com adição de ATP, Mg e NaCl. O 

p205 de cérebro de suino foi parcialmente isolado em Sephacryl S-500. Esse 

polipeptídeo de 205 kDa foi marcado com anticorpos anti-miosina II e V. Embora 

a preparação de cérebro, praticamente, não expressou atividade K/EDTA-

ATPásica, apresentou atividade Co2+-ATPase e uma estimulação da atividade 

Mg2+-ATPase por Tween 20. Nesse trabalho mostramos a precipitação conjunta 

de miosina II e V e o isolamento parcial dessas miosinas de cérebro de suino a 

partir de uma preparação de actomiosina obtida pelo congelamento de fração 

solúvel de cérebro. 
 
 
 

Palavras chaves: miosina, ATPase, brain, vertebrado. 

 
 
 

 
 
 
 



 34

Introdução 
 

Miosinas são proteínas motoras que translocam sobre filamentos de 

actina, hidrolisam ATP e têm papel critico em muitas funções contráteis e de 

motilidade celular [1]. São, atualmente, agrupadas em 20 classes, baseado na 

seqüência do domínio cabeça [2]. Possuem um domínio motor na extremidade 

N-terminal altamente conservado e um domínio cauda característico de cada 

classe na extremidade C-terminal [2]. São ubiquamente distribuídas em todos os 

organismos eucariotos [2;3]. Muitas das miosinas são conhecidas apenas pelas 

seqüências gênicas [1], e a função celular dessa família é extremamente 

variável, o que requer especialização estrutural e enzimática [4].  

A molécula de miosina II ou miosina convencional foi o primeiro membro 

da superfamília das miosinas a ser descoberto e tem sido intensamente 

estudada devido a sua função fundamental na contração muscular [5]. É 

composta por um par de cadeias pesadas com cerca de 200 kDa e dois pares 

de cadeias leves [6]. Embora seja a principal proteína motora envolvida na 

contração muscular, outros membros dessa classe foram isolados em células 

não musculares [6;7]. Em células eucarióticas, miosina II tem sido relacionada 

em diversos processos celulares como citocinese, divisão e crescimento celular 

[8]. 

Miosina V tem sido bem caracterizada em vários organismos como 

levedura, camundongo, galinha e lula [9;10]. Foi originalmente identificada em 

cérebro como uma proteína ligante de calmodulina e com atividade Mg2+-

ATPase dependente de actina [11;12;13]. É expressa em diferentes tipos 

celulares e está envolvida no transporte organelas e vesículas [10;14]. 

Composta por duas cabeças conectadas por um longo domínio de super-hélice 

de α-hélice e um domínio cauda globular [15]. A região cabeça é composta por 

um domínio motor globular e um longo domínio pescoço ligante de cadeias leves 

ou calmodulina [3;15;16]. 

Preparação de actomiosina é obtida a partir da precipitação de fração 

solúvel de cérebro tanto em baixa quanto em alta força iônica e esse processo 
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de precipitação constitui um passo importante para purificar e caracterizar 

miosinas II e V a partir de fração solúvel de cérebro [12;13;15;17].  A 

precipitação de miosina II ocorre, preferencialmente, quando a fração solúvel de 

cérebro é dializada contra tampão de baixa força iônica [12;13], enquanto que, 

miosina V é precipitada seletivamente quando a fração solúvel de cérebro é 

tratada com alta força iônica [15;17]. Postula-se que essa precipitação de 

miosina (II e V) é resultado de sua interação com actina e vesículas [3]. 

Recentemente temos obtido a precipitação de actomiosina a partir do 

congelamento de fração solúvel de cérebro de rato [18] ou testículo [19]. Nesse 

trabalho, mostramos a precipitação de actomiosina por congelamento da fração 

solúvel de cérebro de suino, bovino e pintainho. 

 

 
Material e métodos 

 

Precipitação de miosina de Cérebro. Cérebros de suinos, obtidos em 

frigorífico, foram lavados em solução de KCl 150 mM e limpos para a retirada de 

membranas e vasos sanguíneos. Os cérebros foram homogeneizados (na 

concentração de 2 g/mL) em tampão Imidazol-HCl 50 mM pH 7,0, contendo: 

EGTA 10 mM, EDTA 10 mM, sacarose 250 mM, benzamidina 1,0 mM e DTT 1,0 

mM. Foram homogeneizados usando homogeneizador elétrico de duas rotações 

ESGE, por um período de 10 minutos. O homogeneizado foi centrifugado a 

40.000g x 40’ e o sobrenadante (S1) foi recuperado e congelado a – 20oC por 

pelo menos 48 horas. Após esse período, a fração S1 foi descongelada a 4oC e 

centrifugada a 45.000g x 40’. A fração precipitada (P2) foi ressuspendida em 

tampão Imidazol-HCl 20 mM pH 7,0, contendo: EDTA 1,0 mM, EGTA 1,0 mM, 

benzamidina 0,1 mM, DTT 0,1 mM e glicerol 0,1 % (v/v) e novamente 

centrifugada a 45.000g x 40’. A fração P3 foi homogeneizada em tampão 

(CAPS/Imidazol 20 mM, pH 10; EDTA e EGTA 0,1 mM, DTT 1 mM, benzamidina 

0,1 mM e glicerol 0,5 % (v/v)) e imediatamente centrifugada a 45.000g x 40’. Até 

esta fase, foram utilizadas soluções geladas, as homogeneizações foram feitas 
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em banho de gelo e as centrifugações foram realizadas a 4oC. A fração P4 foi 

ressuspensa em tampão CAPS/Imidazol 20 mM, pH 10,2; contendo: EDTA e 

EGTA 0,1 mM, DTT 1 mM, benzamidina 0,1 mM, glicerol 0,5 % (v/v) e foi 

adicionado na hora NaCl 150 mM, ATP 3 mM, MgCl2 2 mM, homogeneizada a 

27ºC em homgeneizador de vidro tipo potter e centrifugada a 45.000g x 40. O 

sobrenadante foi recuperado e aplicada em coluna (1,5 x 100 cm, 200 mL) de 

Sephacryl S-500, previamente, equilibrada com tampão imidazol 20 mM, pH 8,5; 

EDTA 0,1 mM e DTT 0,1 mM. Foram coletadas frações de 3 mL. O fluxo da 

coluna foi de 0,3 mL/min. e todo o processo foi conduzido a 27oC. A precipitação 

de miosina de cérebro de bovino obtido em frigorífico e pintainho obtido em 

granja foi obtida usando o mesmo procedimento. 

 

Atividade ATPase: A atividade ATPásica foi determinada pela medida do 

fosfato inorgânico liberado do ATP usando o método de Heinonen e Lathi [20]. A 

reação foi realizada a 37oC e o volume final foi de 200 µL. A atividade Mg-

ATPásica foi ensaiada em tampão imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT 

1,0 mM, KCl 60 mM, MgCl2 4,0 mM e ATP 1,0 mM. A atividade K/EDTA-

ATPásica foi ensaiada em tampão imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT 

1,0 mM e ATP 1,0 mM, com 60 ou 600 mM de KCl. As reações foram iniciadas 

com a adição de ATP e interrompidas com a adição da solução de dosagem de 

Pi. 

 

Outros métodos: O perfil eletroforético dos polipeptídeos foi obtido através de 

SDS-PAGE [21] usando mini géis e gradiente de 5 a 22 %, e foi usado sistema 

de placas [22]. O Western blot foi realizado conforme descrito por Towbin et al 

[23]. Foi usado anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina-II de 

cérebro de rato, anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina V de 

cérebro de rato gerados em coelho e o anticorpo secundário conjugado com 

fosfatase alcalina foi obtido da SIGMA. O immunoblotting foi revelado com 

NBT/BCIP. Proteínas foram dosadas pelo método de Bradford [24]. 
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Resultados e discussão 

 

O congelamento de fração solúvel (S1) de cérebro de suino, bovino e 

pintainho promove a precipitação de vários polipeptídeos, que após lavagem, 

resulta em uma fração precipitada (P3), que se apresenta enriquecida em três 

polipeptídeos com Mr em torno de 205, 53 e 43 kDa (Fig. 1). Esse perfil 

polipeptídico é similar ao obtido por Soares Melo [18] para o congelamento de 

fração solúvel de cérebro de rato. Pelo mesmo procedimento, usando testículo 

de rato, tem-se observado a precipitação de três polipeptídeos com Mr em torno 

de 205 e 43 kDa e um de baixo peso molecular [19; ver capítulo um]. A fração 

precipitada obtida por Soares Melo [18] possui alta atividade Mg2+-ATPase e 

atividade Ca2+-ATPase. Característica essa observada para as frações P3 de 

cérebro de suino (Fig. 2), sendo que a atividade Ca2+-ATPase é cerca de 20 % 

menor que a Mg2+-ATPase, o que também foi observado por Soares Melo [18] 

para a fração precipitada de cérebro de rato. As frações P3 de bovino e 

pintainho também apresentaram atividades Mg2+-ATPase ou Ca2+-ATPase 

similares (dados não mostrados). As miosinas purificadas têm como uma de 

suas características atividade ATPase na presença de alta concentração de 

potássio e ausência de cátions divalentes, atividade K/EDTA-ATPase 

[7;12;25;26;27]. A fração P3 de cérebro de suino apresentou uma baixa 

atividade K/EDTA-ATPase (Fig. 2), quando comparada com a atividade K/EDTA-

ATPase de miosina II muscular [25;28]. Também foi observada uma atividade 

K/EDTA-ATPase similar para as frações P3 de bovino e pintainho (dados não 

mostrados). Baixa atividade K/EDTA-ATPase também foi observada por Soares 

Melo [18] para a fração precipitada de cérebro de rato. Sabe-se que em vários 

outros tecidos não musculares que possuem membros da família das miosinas a 

atividade K/EDTA-ATPase é baixa ou mesmo ausente [28]. Essa baixa atividade 

K/EDTA-ATPase pode ser uma característica da fração P3 de cérebro, uma vez 

que precipitado de actomiosina de músculo esquelético obtido sob as mesmas 

condições apresenta alta atividade K/EDTA-ATPase [19; ver capitulo 1]. 
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Figura 1. SDS-PAGE da precipitação de actomiosina de cérebro por congelamento. 
As frações foram aplicadas em gel gradiente 5-22 % e o gel foi corado com Commassie 
Blue R-250. A: frações de cérebro de suino: foram aplicados cerca de 10 µg das frações. 
B: frações de cérebro de bovino, foram aplicados cerca de 8 µg das frações. C: frações 
de cérebro de pintainho: foram aplicadas S1 (10 µg), S2 (10 µg), P2 (7 µg), S3 (7 µg) e P3 
(8 µg). No alto são indicadas as frações. 1: padrão de massa molecular. Os números à 
esquerda correspondem ao padrão de massa molecular. À direita estão indicados os 
principais polipeptídeos observados na fração P3.  
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O polipeptídeo de 205 kDa  presente na fração precipitada de cérebro 

de rato, obtido por Soares Melo [18] é reconhecido por anticorpo anti-miosina V 

[18]. Enquanto que em testículo de rato, o polipeptídeo de 205 kDa é 

reconhecido por anticorpo anti-miosina II [19; ver capítulo 1]. Nas frações 

precipitadas de cérebro de suino, bovino e pintainho, observamos que o 

polipeptídeo de 205 kDa é reconhecido tanto por anticorpo anti-miosina II como 

V (Fig. 3). O reconhecimento pelo anticorpo anti-miosina II ou V mostra uma 

precipitação conjunta dessas miosinas. No intuito de melhor caracterizar os três 

polipeptídeos, realizamos a solubilização dos mesmos como mostrado na figura 

4. Observa-se que, embora o processo de lavagem acarrete uma solubilização 

parcial do polipeptídeo de 205 kDa, muito dos polipeptídeos de 53 e 43 kDa são 

removidos, obtendo-se uma fração solúvel final (S5) mais límpida e enriquecida 

nos polipeptídeos de 205 e 43 kDa (Fig. 4). Usando os mesmos anticorpos 

Figura 2. Atividade ATPase da fração P3 de cérebro de porco. 
A fração P3 (25 µg) foi incubada por 10 min a 37ºC em meio de reação Imidazol-HCl 25 
mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCl 60 mM, contendo MgCl2 4 mM ou CaCl2 4 mM, 
contendo KCl 60 ou 600 mM. A reação foi iniciada com a adição de ATP 1 mM e 
interrompida com adição de solução de dosagem. Constitui a média de dois ensaios 
para experimentos distintos. * Difere significantemente de Mg pelo teste t (P<0,05). 
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contra miosina II e V, observamos que o polipeptídeo de 205 kDa solubilizado na 

fração S5 é reconhecido pelos anticorpos anti-miosina II ou V (Fig. 5), os 

anticorpos mostraram-se específicos, uma vez que, embora a fração S1 

contenha vários outros polipeptídeos, apenas o polipeptídeo de 205 kDa foi 

reconhecido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A aplicação da fração solúvel S5 em coluna de sephacryl S-500, 

mostrou uma separação parcial entre os polipeptídeos de 205 e 43 kDa (Fig. 6). 

O que sugere que os polipeptídeos não estejam totalmente solúveis, mas 

apenas em suspensão. A atividade Mg2+-ATPase para as frações contendo o 

polipeptídeo de 205 kDa (frações 07 e 08) é praticamente desprezível (dados 

não mostrados), talvez pela ausência de F-actina nessas frações, uma vez que 

F-actina é fundamental para que miosinas apresentem alta atividade Mg2+-

ATPase [7;13;15]. 

Figura 3. Immunoblotting das frações P3 de cérebro de suino, bovino e 
pintainho. 

As frações P3 (15 µg) foram aplicadas em gel 7 %, eletrotrasferidas para membrana 
de nitrocelulose e incubadas com anticorpo especifico para miosina II ou V. A: 
incubação com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina II. B: incubação 
com anticorpo contra cadeia pesada de miosina V. 1: padrão de massa molecular. 2, 3 
e 4 correspondem a fração P3 de cérebro de suino, bovino e pintainho, 
respectivamente. O número à esquerda corresponde ao padrão de massa molecular: 
cadeia pesada de miosina. 
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Figura 4. SDS-PAGE da preparação de actomiosina de cérebro de suino. 
Foram aplicados cerca de 8,0 µg proteínas de cada fração em gel gradiente 5-22 % e o 
gel foi corado com Commassie Blue R-250. No alto estão indicadas as frações. 1: padrão 
de massa molecular. Os números à esquerda correspondem ao padrão de massa 
molecular. 

Figura 5. Immunoblotting para as frações S1 e S5 de cérebro de suino. 
As frações S1 (14 µg) e S5 (08 µg) foram aplicadas em gel 7 %, eletrotrasferidas para 
membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpo especifico para miosina II ou V. A: 
gel corado com Comassie Blue R-250, foram aplicadas as frações S1 (11 µg) e S5 (06 µg). 
B: incubação com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina V. C: incubação 
com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina II. No alto são indicadas as 
frações. 1: padrão de massa molecular. Os números à esquerda correspondem ao padrão 
de massa molecular  
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Analisamos a atividade ATPase da fração P3 de cérbro de suino frente 

a diferentes cátions divalentes e observamos atividade na presença de íon 

cobaltoso (Fig. 7). Essa atividade Co2+-ATPase é apenas 20% menor que a 

Mg2+-ATPase, sugerindo a presença de outras ATPases nessa fração 

precipitada, uma vez não há relatos na literatura a respeito de atividade Co2+-

ATPase para miosinas. Testamos detergentes não iônicos para a retirada de 

possíveis estruturas membranosas da preparação de actomiosina de cérebro de 

suino e observamos que Tween 20 estimula a atividade Mg2+-ATPase da fração 

P3 (Fig. 8), o que pode ser resultado da dissociação de possíveis ATPases de 

membrana presentes nessa fração, uma vez que se postula que a precipitação 

de miosinas ocorra devido a interação dessas moléculas com vesículas e actina 

[3].  

Figura 6. Fracionamento em coluna sephacryl S-500. 
A fração S5 foi aplicada em coluna Sephacryl S-500 e foram coletadas frações de 3 
mL de cérebro de suino.  A fração S5 (5 µg) e as frações 5 a 16 (10 µL) foram 
aplicadas em gel gradiente 5-22 % e o gel foi corado com Comassie Blue R-250. No 
alto são indicadas as frações. 1: padrão de massa molecular. Os números à esquerda 
correspondem ao padrão de massa molecular. 
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Figura 7. Atividade Mg ou Co2+-ATPase da fração P3 de cérebro de suino.  
A fração P3 (25 µg) foi incubada por 10 min a 37 ºC em meio de reação Imidazol-HCl 25 
mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCl 60, contendo MgCl2 4 mM ou CoCl2 4 mM. A 
reação foi iniciada com a adição de ATP 1 mM e interrompida com adição de solução de 
dosagem. Constitui a média de três ensaios para experimentos distintos. * Difere 
significantemente de Mg pelo teste t (P<0,05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito de Tween 20 na atividade Mg2+-ATPase da fração P3 de cérebro 
de suino. 

A fração P3 (25 µg) foi incubada por 10 min a 37 ºC em meio de reação contendo 
Imidazol-HCl 25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCl 60 MgCl2 4 mM e tween-
20 em porcentagem crescente (v/v) conforme indicado na figura. A reação foi 
iniciada com a adição de ATP 1 mM e interrompida com adição de solução de 
dosagem. Constitui a média de dois ensaios para experimentos distintos. 
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Algumas ATPases têm a atividade Mg2+-ATPase estimulada por detergentes não 

iônicos, como dineína flagelar que tem a atividade Mg2+-ATPase estimulada por 

Triton X-100 [29], como também ATPase de membrana plasmática [30] e 

mesmo uma ATPase de envoltório nuclear que tem a atividade Mg2+-ATPase 

estimulada por Tween 80 [31]. Essa estimulação da atividade Mg2+-ATPase por 

Tween 20 coroborra com a atividade Co2+-ATPase para o fato de que possa 

estar ocorrendo a precipitação de outras ATPases, que possam, eventualmente, 

estar contribuindo com a atividade Mg2+-ATPase detectada na fração precipitada 

P3. Assim podemos inferir que o processo de congelamento de fração solúvel de 

cérebro para a precipitação de actomiosina leva a precipitação de outras 

ATPases, que não  somente miosinas. Podemos observar que esse processo de 

precipitação de actomiosina por congelamento de fração solúvel é valido não 

somente para rato, mas também para diferentes vertebrados e que pode ocorrer 

a precipitação de diferentes miosinas como observado aqui a precipitação 

conjunta de miosina II e V. 
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