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RESUMO GERAL

Miosinas sao proteinas motoras que translocam sobre filamentos de
actina e atualmente constituem uma superfamilia com 20 classes. Algumas sao
conhecidas apenas a estrutura primaria através de sequéncia génica, outras ja
estdo bem caracterizadas bioquimicamente, como as miosinas |, Il e V. Séo
amplamente distribuidas em todas as células eucaritticas. Apresentam como
caracteristicas bioquimicas: alta atividade ATPase na presenca de EDTA e alta
concentracdo de potassio (atividade K/EDTA-ATPase) e uma baixa atividade
Mg”-ATPase, que é estimulada por F-actina. Preparacdo de actomiosina €&
obtida a partir da precipitacdo de fracdo soluvel de cérebro tanto em baixa
guanto em alta forga iGnica e esse processo de precipitacdo constitui um passo
importante para purificar e caracterizar miosina Il e V a partir de fracdo soluvel
de cérebro. Miosina Il é precipitada quando a fragdo soluvel de cérebro é
dializada contra tamp&o de baixa forga ibnica, enquanto que, miosina V é
precipitada seletivamente em relagdo a miossina Il, quando a fragéo soluvel de
cérebro é tratada com alta forca idnica, sendo postulado que essa precipitacao
de miosina (Il e V) seja resultado de sua interagcdo com actina e vesiculas.
Recentemente temos obtido a precipitagdo de actomiosina a partir do
congelamento de fragdo soluvel de cérebro ou testiculo de rato. Neste trabalho
mostramos a purificagdo de miosina Il de testiculo de rato e a obtengcdo de
actomiosina de cérebro de suino, bovino e pintainho através do congelamento

de frag&o soluvel de cérebro e testiculo.

Palavras chaves: miosina, actomiosina, testiculos, cérebro, vertebrados.



INTRODUCAO GERAL

A capacidade de se movimentar voluntariamente é uma das
caracteristicas basicas dos seres vivos [1]. Para tanto, € necessario um conjunto
de reagdes bioquimicas integradas. As células eucaridticas possuem no seu
citoplasma um complexo conjunto de proteinas filamentares, denominado de
citoesqueleto, constituido em sua maioria de microtubulos e filamentos de actina
[2;3]. Este permite as ceélulas transportarem vesiculas, sofrerem mudangas
conformacionais e migrarem [4;5]. Processos esses altamente regulados pelas
células, através de um conjunto de reagbes bioquimicas. Proteinas com
atividade enzimatica sdo as responsaveis pela realizacdo dessas reagoes,
dentre as quais estdo as ATPases, enzimas que tém a propriedade de hidrolisar
a molécula de adenosina trifosfato (ATP) e acoplar a energia liberada da
hidrolise da ATP a realizagédo de algum tipo de trabalho celular.

Miosina, dineina e cinesina que se deslocam ao longo do citoesqueleto,
sdo conjuntamente denominadas de motores moleculares. Sdo também os
principais motores moleculares soluveis [6;7;8]. A caracteristica comum desses
motores moleculares € a capacidade de hidrolisar a ATP e converter parte da
energia de hidrolise em trabalho mecéanico, constituindo assim um componente
gerador de forga para a célula [9]. Apresentam um papel essencial em muitos
processos celulares como contragdo muscular, fagocitose, emisséo de
pseuddpodos, transporte de vesiculas e organelas, migragdo de cromossomos
durante o processo de divisdo celular e citocinese [4;5;10].

Dineina e cinesina sao as duas principais familias de motores
moleculares baseados em microtubulos [11]. Cerca de 15 classes de dineinas
sao conhecidas, destas apenas duas sao dineinas citoplasmaticas e as demais
sao dineinas axonemais, as quais tém fungado critica no movimento de cilios e
flagelos [11]. Todas a formas de dineina contém uma longa cadeia polipeptidica
com massa molecular >500 kDa (cadeia pesada de dineina) que é responsavel
pelas atividades ATPase e motora [11;12]. As dineinas também contém varias



subunidades: cadeia intermediaria, cadeia leve intermediaria e cadeias leves
[11;12], algumas que sdo comuns para dineina citoplasmatica e axonemal, e
outras que sao especificas de subclasses de dineinas [11]. Dineinas
citoplasmatica, flagelar e ciliar possuem uma regiao relativamente conservada, o
dominio cabecga, envolvida na produgao de forga ao longo dos microtubulos [11].
As dineinas axonemais e citoplasmaticas s&o capazes de conduzir o
deslizamento de microtubulos in vitro [13]. Sdo morfologicamente similares,
sendo a forma citoplasmatica relacionada, mas n&o idéntica a dineina axonemal
[14].

Os microtubulos sdo quimica e morfologicamente polarizados com
extremidades mais (+) e menos (-) [2;15;16]. Nas células eucaritticas, a
extremidade mais (+) esta voltada para periferia celular, enquanto que a
extremidade menos (-) esta voltada para o nucleo celular [2;15;16]. Dineina
citoplasmatica, a principio, foi referida como geradora de forga em direcdo a
extremidade menos (-) dos microtubulos [3;14;17]. Contudo uma outra forma de
dineina citoplasmatica tem sido relacionada como geradora de forga em diregéo
a extremidade mais (+) dos microtubulos, constituindo assim, as dineinas,
motores moleculares bidirecionais [2;11;18].

Todas as cinesinas atuam como motores moleculares. Convertem a
energia liberada da hidrélise da ATP em movimento ao longo de microtubulos
[8;19]. A primeira cinesina foi descoberta em axoplasma de lula por Vale et al
[20]. A cinesina isolada de diferentes tecidos € um tetramero, que consiste de
duas cadeias pesadas 120 kDa (cadeia alfa) e duas leves com cerca de 64 kDa
(cadeias beta) [21]. O dominio catalitico globular & altamente conservado entre
cinesinas e contém os sitios de ligacdo aos microtubulos e ATP [22]. As
cinesinas sao ainda classificadas quanto a posicdo do dominio motor. Enquanto
a cinesina de cérebro possui o dominio motor na extremidade N-terminal (tipo
N), alguns membros dessa superfamilia apresentam o dominio motor na
extremidade C-terminal (tipo C) e outros apresentam esse dominio no meio da
molécula (tipo M). Alguns membros da superfamilia das cinesinas realizam

movimento para a extremidade (+) dos microtubulos, como as cinesinas tipo N;



enquanto outros realizam o transporte para a extremidade (-) dos microtubulos
[15;16;21;22]. As cinesinas estdo envolvidas em varios processos celulares
como transporte de organelas em neurénios, divisdo celular e transporte de
vesiculas [15;16;21].

As miosinas constituem proteinas motoras que translocam sobre
filamentos de actina. Despertam grande interesse principalmente em virtude do
intenso estudo da miosina Il de musculo esquelético, principal responsavel pela
contragdo muscular e a primeira miosina descoberta [1]. Constituem uma
superfamilia com 20 classes, classificacao feita a partir da analise comparativa
do dominio cabega, sendo a classificagcdo também similar em termos de
organizagédo do dominio cauda [23]. Algumas conhecidas apenas pela estrutura
primaria baseada na sequéncia génica, outras ja estdo bem caracterizadas
bioquimicamente, como as miosinas |, Il e V [24]. Sdo amplamente distribuidas
em todas as células eucaritticas [25]. As miosinas possuem um dominio motor
altamente conservado entre as diferentes classes, enquanto que apresentam um
dominio cauda caracteristico de cada membro [23;26]. Apresentam como
caracteristicas bioquimicas: alta atividade ATPase na presenca de EDTA e alta
concentracdo de potassio, ou na presenca de calcio, baixa atividade Mg”-
ATPase in vitro e estimulacdo da atividade Mg*-ATPase sob condicdes
fisiolégicas [27;28;29].

Com excegcdo das miosinas |, Il e V pouco se conhece das
propriedades bioquimicas dessas enzimas [24]. Miosina Il muscular ou miosina
convencional € o mais bem conhecido membro da superfamilia das miosinas,
isolada inicialmente de musculo esquelético, € uma proteina hexamérica
composta por um par de cadeias pesadas com cerca de 200 kDa com um
dominio cauda em a-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 proteina de baixo peso molecular com caracteristica de
miosinas e com atividade Mg?*-ATPase dependente de actina foi isolada de
Acanthamoeba catellani [30], composta por uma unica cadeia pesada e que nao

forma dimero [31], foi entdo denominada miosina |. Ainda na década de 70,



outra proteina de massa molecular de 200 kDa, com caracteristicas de miosina
como baixa atividade Mg*-ATPase e atividade K/EDTA-ATPase, também
composta por duas cadeias pesadas, foi isolada de Acanthamoeba catellani,
miosina |l [32]. Sabe-se que miosina Il é amplamente distribuida em todas as
células eucaridticas e estd implicada em muitos eventos celulares como
migragdo cromossdmica, crescimento celular e citocinese [4;32;33].

Todas as miosinas da classe | sdo compostas por uma Unica cadeia
pesada [34;35]. Miosina | tem sido identificada em muitos eucariotos superiores
[25;34;35;36]. A miosina | presente em vertebrados consiste de uma unica
cadeia pesada com uma massa molecular em torno de 110 a 130 kDa
[31;35;36]. Miosina | possui trés dominios funcionais: a regido amino-terminal
(dominio cabega) que contém os sitios ligantes de ATP e actina, um dominio
pescogo que contém seis sitios ligantes de calmodulina e um dominio carboxi-
terminal (dominio cauda) que esta implicada na interagcdo com a carga a ser
transportada [37]. Em tecido epitelial, miosina | tem sido associada ao transporte
de vesiculas [31;35;38].

Miosina V é uma proteina composta por duas cadeias pesadas com
cerca de 212 kDa, estimativa feita a partir de sua sequéncia de aminoacidos
[39], sendo que foi inicialmente referida como p190, devido a sua mobilidade
relativa em SDS-PAGE [28;40]. Miosina V apresenta um dominio cabecga
globular, na porgdo N-terminal da molécula, o qual possui o sitio ligante de
actina e ATP, um dominio pescog¢o que apresenta seis motivos IQ nos quais se
ligam cadeias leves ou calmodulina, e um dominio cauda C-terminal
apresentando regides globulares em sua estrutura, que além de ser responsavel
pela dimerizagdo da molécula parece interagir com a carga a ser transportada
[23;29]. Em vertebrados, miosina V esta subdividida em trés subclasses: miosina
Va presente em cérebro, Vb presente em tecido epitelial e cérebro, e Vc
presente em tecidos glandulares e epiteliais como pancreas, prostata e figado
[41;42;43;44]. Estudos mostram que miosina V € uma molécula processiva
(caminha, similar a um bipede) que realiza movimento sobre um unico filamento

de actina em direcdo a superficie celular [45;46;47]. Miosina V apresenta



importancia fisiolégica em virtude de estar implicada em algumas doengas, como
na sindrome de Griscelli, em que se faz necessario o transporte de estruturas
membranosas [41;43;44;48], sendo que em mamiferos tem-se evidenciado a
presenca de Miosina V no transporte de melanossomos, organelas e vesiculas
[41;43;44].

Miosina VI foi primeiro identificada em Drosophila melanogaster [49] e
posteriormente identificada também em mamiferos [50]. Os filamentos de actina,
assim como os microtubulos, s&o polarizados no sentido de sua polimerizagao,
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
unica miosina atualmente conhecida que se move em direcdo a 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 sequéncia de aminoacidos e esta dividida em trés dominios
funcionais: cabega, pescogo e cauda. O dominio cabega possui os sitios ligantes
de ATP e actina, o dominio pescogo possui um unico motivo |IQ ligante de
cadeias leves ou calmodulina [23;24;51]. O dominio cauda possui uma regiao
globular na porgéo terminal, sugerindo a principio estar envolvido na dimerizagéo
da molécula [23;51]. Contudo estudos recentes sugerem que a molécula de
miosina VI n&do forme dimero [24]. A identificacdo de miosina VI em varios
tecidos trouxe a perspectiva de sua importancia fisiolégica. Foi primeiro
identificado que uma mutagao no gene da miosina VI causava disfungao auditiva
[55;56], encontrando-se posteriormente miosina VI no neuroepitélio da coclea do
ouvido interno, sugerindo que ela tenha papel critico na fungdo mecéanica dos
estereocilios [56]. Em células de mamiferos, miosina VI tem aparente fungéo no
transporte de endossomos manutengao da morfologia e secregdo do complexo
de Golgi [57].

Durante as ultimas décadas, um grande numero de miosinas tem sido
identificado, a partir da sequéncia génica. O estudo dessas miosinas expressas
indica que elas ndo possuem a habilidade de formar filamentos espessos, mas
tém papel critico em muitas fungcdes contrateis ou de motilidade [23;54]. A



purificacdo dessas proteinas € uma etapa importante para o conhecimento de
suas propriedades bioquimicas. Nosso laboratério tem como linha de pesquisa a
purificacédo e caracterizagao de ATPases de diferentes tecidos. Temos usado o
congelamento de fracdo soluvel para a precipitagcdo de actomiosina, conforme

descrito por Soares Melo [58].
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PURIFICACAO DE MIOSINA |l DE TESTICULO DE RATO
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Abstract

Actomyosin from rat testis was obtained by freezing the soluble fraction and
myosin |l 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/IEDTA-ATPase activity, a similar preparation obtained from skeletal muscle
exhibited high K/EDTA-ATPase activity. In this study, myosin Il was isolated from
an actomyosin preparation obtained by freezing the soluble fraction of testis.

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

Actomiosina de testiculo de rato foi obtida através do congelamento de frag&o
soluvel e miosina |l foi isolada a partir dessa actomiosina. Testiculos foram
homogeneizados em tampdo de extragdo, centrifugado e o sobrenadante
40.000g x 40’ foi congelado a -20°C por 48 horas. O sobrenadante foi
descongelado a 4°C, centrifugado a 45.000g x 45’ e o precipitado foi lavado
duas vezes com tampéao imidazol (pH 7,0 e 9,0, respectivamente). O precipitado
resultante é enriquecido em trés polipeptideos: p205, p43 e um que migra junto
com a frente do gel. Esses polipeptideos foram solubilizados em tamp&o pH 10,8
a 27°C. O p205, isolado em Sephacryl S-400, co-sedimenta com F-actina na
auséncia, mas nao na presenga, de ATP e foi marcado com anti-miosina II.
Embora a preparagdo de testiculo, praticamente, ndo expressou atividade
K/EDTA-ATPasica, uma preparacao similar obtida a partir de musculo
esquelético apresentou alta atividade K/EDTA-ATPasica. Nesse trabalho,
miosina Il foi isolada a partir de uma preparagcdo de actomiosina obtida pelo
congelamento de fragéo soluvel de testiculo.

Palavras chaves: miosina Il, purificacao, testiculo, rato.
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Introducéo

Miosina € uma familia de proteinas motoras envolvida em movimento ao
longo de filamentos de actina e que apresenta papel fundamental na motilidade
celular [1]. Atualmente, 20 classes de miosinas ja foram identificadas [2]. A
miosina classica de musculo pertence a classe Il e é referida como miosina
convencional, enquanto as demais s&o referidas como miosinas nao
convencionais [2;3]. A miosina Il é constituida por duas cadeias polipeptidicas
em torno de 200 kDa (cadeias pesadas) caracterizadas por apresentar um
dominio motor na extremidade N-terminal, onde encontram-se o sitio de ligagao
a ATP e o sitio de interagcdo aos microfilamentos, um dominio C-terminal
responsavel pela dimerizagdo das cadeias pesadas e, entre esses dois
dominios, um dominio constituido por dois motivos 1Q, onde se ligam as cadeias
leves [1]. Semelhante a miosina Il, algumas miosinas n&o convencionais, como a
miosina V, sdo constituidas por duas cadeias pesadas [4], enquanto outras

como as da classe | s&o constituidas por apenas uma cadeia pesada [5].

Miosina Il, juntamente com a actina, sdo as proteinas responsaveis pela
contracdo muscular, contudo isoformas de miosina Il sdo encontradas em
células ndo musculares e participa de varios processos como migragao
cromossémica durante a mitose e transporte de vesiculas [6]. Em tecidos nao
musculares de vertebrados foram identificadas trés isoformas de miosina IlI:
miosina II-A, 1I-B e II-C [7;8;9;10]. Homogeneizado de testiculo possui um
polipeptideo de 200 kDa, que € reconhecido por um anticorpo especifico para a
isoforma de miosina II-B em Western blot [10]. Anticorpos especificos para as
isoformas de miosina II-A ou II-C ndo apresentaram reacdo cruzada com
qualquer polipeptideo nesse homogeneizado, embora exista mRNA para a

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

A purificagdo de miosinas a partir de diferentes tecidos é importante para
suas caracterizagdes estrutural e funcional. Actomiosina é precipitada a partir de
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fracdo soluvel de cérebro tanto em baixa como em alta forga iGnica e esse
processo de precipitacdo constitui um passo importante para purificar e
caracterizar miosina |l e V a partir de fragdo soluvel de cérebro [11;12;13;14]. A
miosina Il é precipitada, preferencialmente, quando fragdo soluvel de cérebro é
dializada contra tamp&o de baixa forga id6nica [11], enquanto a miosina V €
precipitada seletivamente, quando fragao soluvel de cérebro é tratada com alta
concentracdo de sal [4;13]. Essa precipitacdo de miosina (Il e V) é postulada por
resultar de sua interacdo com actina e vesiculas [15]. Nesse trabalho, isolamos
miosina |l de testiculo a partir de actomiosina obtida pelo congelamento de
fragao soluvel de testiculo de rato.

Material e Métodos

Purificacdo de miosina Il de Testiculo de Rato: Ratos Wistar adultos foram
anestesiados com éter etilico e imediatamente sacrificados por deslocamento
cervical. Os testiculos foram removidos, lavados em solugao gelada de KCI 150
mM, cortados com tesoura metalica e homogeneizados (1g de testiculo/mL) em
tampao de extragao (Imidazol-HCI 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 homogeneizag&o
foi feito em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 40.000g x 40’ e
o sobrenadante (S1) foi recuperado e congelado a —20°C por pelo menos 48
horas, para a precipitacdo de actomiosina. Apds esse periodo, a fragao S1 foi
descongelada a 4°C e centrifugada a 45.000g x 40'. A fragdo precipitada (P2) é
enriquecida em actomiosina e foi utilizado como fonte para purificar miosina Il de
testiculo de rato. A fracdo P2 foi ressuspendida em tampdo de lavagem
(Imidazol-HCI 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 fracdo P3 foi
homogeneizada em tampéo de lavagem pH 9,0 e imediatamente centrifugada a
45.000g x 40’. Até esta fase, foram utilizadas solugbes geladas, as
homogeneizagbes foram feitas em banho de gelo e as centrifugagbes foram
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realizadas a 4°C. A fragdo P4 foi homogeneizada em solugdo de solubilizagéo
(Imidazol-HCI 20 mM pH 10,8, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, benzamidina 0,1
mM e DTT 0,1 mM) a 27°C usando homogeneizador de vidro tipo potter e
centrifugada a 45.000g x 40. O sobrenadante (fracdo S5) foi aplicada em coluna
(1,5 x 50 cm, 89 mL) de Sephacryl S-400, previamente equilibrada com solugéo
de solubilizacdo. A coluna foi eluida com essa solugao e foram coletadas fragcdes
de 2 mL. O fluxo da coluna foi de 0,3 mL/minuto e todo o processo foi conduzido
a 27°C.

Ensaio de sedimentacdo com actina: O ensaio de co-sedimentacédo foi
realizado em baixa velocidade de centrifugagdo, como descrito por Pollard e
Cooper [16]. No ensaio, foram usadas 250 ug do polipeptideo de alto peso
molecular isolado na coluna de Sephacryl S-400 (fragées 11 a 13) e 250 uM de
actina filamentar purificada de musculo de coelho. O ensaio foi realizado na
presenca ou auséncia de ATP 2 mM. O polipeptideo foi incubado por 15
minutos, em banho de gelo, com filamentos de actina e, entdo, centrifugada a
15.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e
o precipitado foi homogeneizado em 0,5 mL de tampéao 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 ATPasica foi determinada pela medida do
fosfato inorganico liberado do ATP usando o método de Heinonen e Lathi [17]. A
reacédo foi realizada a 37°C e o volume final foi de 200 uL. A atividade Mg-
ATPasica foi ensaiada em tampao imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT
1,0 mM, KCI 60 mM, MgCl, 4,0 mM e ATP 1,0 mM. A atividade K/EDTA-
ATPasica foi ensaiada em tampao 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 KCI. As reagdes foram iniciadas
com a adicdo de ATP e interrompidas com a adi¢cdo da solugdo de dosagem de
Pi.
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Outros métodos: O perfil eletroforético dos polipeptideos 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-ll de cérebro de rato foi gerado em coelho e o
anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina foi obtido da SIGMA. O
immunoblotting foi revelado com NBT/BCIP. Proteinas foram dosadas pelo
método de Bradford [21].

Resultados e Discussao

O congelamento do sobrenadante 40.000g x 40 minutos (S1) de testiculo
de rato causa a precipitacdo de varios polipeptideos (Fig. 1). Os polipeptideos
de aproximadamente 205 (p205) e 43 (p43) kDa presentes na fragdao S1
aparecem predominantemente na fragdo precipitada, enquanto os demais
polipeptideos estdo divididos entre o precipitado e o sobrenadante. Esses
polipeptideos, com excecédo de um de baixo peso molecular (migra junto com a
frente do gel), praticamente desaparecem da fracdo precipitada apos o
procedimento de lavagem desta fracdo (Fig. 1). Observa-se, também, que o
p205, praticamente, ndo € solubilizado durante esse procedimento de lavagem,
mas p43 é parcialmente solublizado, principalmente, na lavagem com pH 9,0
(Fig. 1). O polipeptideo de 205 kDa é solubilizado, quando o pH é aumentado
para 10,8 e a temperatura é elevada e mantida a 27°C. Nessas condigdes, o p43
e o polipeptideo que migra junto com a frente do gel também s&o solubilizados
(Fig. 1). O aumento da temperatura € importante para a solubilizagédo de p205 e,
mesmo em pH 7,0, esse polipeptideo € parcialmente solubilizado, quando a
temperatura é elevada para 27°C (dados ndo mostrados). Portanto, é
fundamental que durante todo o processo de lavagem dos precipitados, a
temperatura seja mantida abaixo de 4°C, para evitar a solubilizagdo precoce de
p205.
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Figura 1 — SDS-PAGE da preparacdo de p205 de testiculo de rato. As fragbes
S1, S2, S4 e P3 (7,0 pg); P2, S3, P4 e S5 (8,0 ug) e P5 (4,0 pug) 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), B-
galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbonica (29 kDa). O p205 e p43 estéo
indicados a direita.

Os principais polipeptideos da fracdo P4, p205 e p43, apresentam Mr em
SDS-PAGE similares, respectivamente, a cadeia pesada de miosina (Il ou V) e
actina. No intuito de melhor caracterizar p205, a fracdo S5 foi aplicada em
coluna de Sephacryl S-400 e o polipeptideo de aproximadamente 205 kDa foi
isolado (Fig. 2). Embora ndo esteja claro na figura 2, o polipeptideo de baixo
peso molecular ndo foi eluido junto com p205. A analise do gel indica sua co-
eluicdo com actina e, portanto, sugere que esse polipeptideo nao esta
relacionado com p205. Os polipeptideos das fracbes S1 e S5 e o polipeptideo
p205 isolado em coluna de Sephacryl S-400 foram separadas em SDS-PAGE,
transferidos (Western blot) para papel de nitrocelulose e sondados com um
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anticorpo gerado contra cadeia pesada de miosina |l de cérebro. Observa-se
pela figura 3 que o polipeptideo de 205 & reconhecido por esse anticorpo.
Observa-se, também, que esse anticorpo ndo reconhece outros polipeptideos,
pois embora a fragdo S1 possua diferentes tipos de polipeptideos apenas o de
205 kDa é reconhecido por ele (Fig. 3). Incubamos p205, também, com
anticorpo especifico para miosina V, mas nao foi detectada nenhuma marcagéao
(dados ndo mostrados). Essa falta de marcagao, provavelmente, se deve a
auséncia ou baixa concentracdo de miosina V em testiculo [12], pois a fracdo P4
obtida a partir de cérebro de rato pelo mesmo procedimento descrito nesse
trabalho, possui um polipeptideo de aproximadamente 200 kDa que reage com

anti-miosina V (dados ndo mostrados).

Sephacryl $-400
1 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

- p205

-— p43

Figura 2 — Purificacdo de p205 em coluna de Sephacryl S-400. A fragdo S5 foi
aplicada em coluna de Sephacryl S-400 e foram coletadas fragbes de 2 mL da coluna. A
fracdo S5 (5 ug) e as fragdes 09 a 20 (10 pL) 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), -galactosidase (116 kDa), fosforilase
b (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase
carbbnica (29 kDa). O p205 e p43 estdo indicados a direita.

23



Uma caracteristica das miosinas € sua co-sedimentagdo com F-actina na
auséncia de ATP [16]. A figura 4 mostra que p205 co-sedimenta com F-actina,
quando esse polipeptideo € incubado com F-actina na auséncia de ATP, mas
nao quando a incubacao é realizada na presenca de ATP. Na auséncia de F-
actina, ndo ocorre sedimentacao de p205, quer na presenca ou auséncia de
ATP (Fig. 4). Uma outra caracteristica das miosinas € sua atividade ATPasica na
auséncia de cations divalentes e presenca de alta concentracdo de potassio,
atividade K/EDTA-ATPasica. A fracdo P4 de testiculo de rato apresenta baixa
atividade K/EDTA-ATPasica (Fig. 5). Embora a atividade ATPasica das miosinas
seja considerada sensivel ao congelamento, a baixa atividade K/EDTA-
ATPasica observada nesse trabalho parece ser uma caracteristica de miosina
de testiculo, pois uma fragdo P4 de musculo esquelético, obtida pelo método de
congelamento descrito nesse trabalho, apresenta alta atividade K/EDTA-
ATPasica (Fig. 5). Um dado que corrobora a baixa atividade K/EDTA-ATPasica
de miosina de testiculo é a auséncia dessa atividade na fragdo S1
(sobrenadante 40.000g x 40 minutos) obtida a partir de testiculos frescos (dados
nao mostrados). Nesse ensaio nem os testiculos e nem a fragdo S1 foram
congelados. Sabe-se também que membros da familia das miosinas de
diferentes tecidos apresentam baixa ou mesmo auséncia de atividade K/EDTA-
ATPasica [21]. Portanto, a auséncia de atividade K/EDTA-ATPasica na fragéo
P4 de testiculo ndo implica que o p205 ndo seja membro da familia das
miosinas, pois a marcagao com anticorpo especifico para miosina Il e o ensaio
de co-sedimentagdo com actina sugerem fortemente que o p205 pertenga a

familia das miosinas.
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S1 S5 pP205

Figura 3 — O p205 é reconhecido por um anticorpo especifico para miosina
Il. O Western blotting das fragbes S1, S5 e de p205 (fragdes 11 a 13 da coluna
de Sephacryl) foi incubado com um anticorpo policlonal especifico para miosina
Il. A seta a esquerda destaca a mobilidade da cadeia pesada de miosina Il.
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Figura 4 — O p205 co-sedimenta com actina em uma maneira dependente de
ATP. O ensaio de co-sedimentagdo com F-actina foi realizado a baixa velocidade de
centrifugacdo e as fragbes 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 (fragdes 11 a 13); linha 3: F-actina de
musculo purificada; linha 4: F-actina mais p205 na presenca de ATP; linha 5: F-actina
mais p205 na auséncia de ATP; linha 6: p205 na auséncia de ATP. Linha 1 indica os

marcadores de massa molecular.
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Assim, podemos referir o p205 como miosina Il de testiculo e, como
apenas a isoforma B de miosina |l foi detectada nesse tecido [10],
provavelmente, o polipeptideo isolado nesse trabalho seja da isoforma B de
miosina Il. A preparacdo de actomiosina obtida pelo congelamento de fragcéo
soluvel de testiculo € semelhante a preparacdo de actomiosina de cérebro
obtida em baixa forga ibnica, onde predomina miosina Il em relagdo a miosina V
[11;12]. No caso de testiculo, isto parece ser devido a auséncia ou a baixa

concentragcdo de miosina V nesse tecido [12].

~ 150
€ ]
E ]
o .
£ .
a N
S 100 .
E .
c .
o ]
o ]
g 50
) p
Q .
Y .
g .
m =
© .
> ]

z 0- T T

& @Q & @Q'

musculo testiculo

Figura. 5 — Atividade K/EDTA-ATP&sica da fracdo P4 de testiculo e musculo
esquelético. As fragbes P4 (37 ug) de musculo esquelético de rato e P4 (34 ug)
de testiculo de rato foram incubadas por 10 minutos a 37°C em meio de reacgéo
contendo Imidazol-HCI 25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1 mM e KCI 60 ou 600
mM conforme indicado. A reacdo foi iniciada com a adicdo de ATP 1 mM e
interrompida com a adi¢&do de solugdo de dosagem. Os resultados representam a
meédia de trés experimentos.
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CAPITULO I

PRECIPITACAO DE ACTOMIOSINA DE CEREBRO DE
VERTEBRADOS POR CONGELAMENTO DE FRACAO
SOLUVEL
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Abstract

Actomyosin from swine, bovine and chicks brain was obtained by freezing the
soluble fraction and myosin Il and V was precipitate together, and myosin Il 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 M92+-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 Il and V. Although
the brain preparation expressed low K/EDTA-ATPase activity, we observed Co?**-
ATPase activity and a stimulation of the Mg?*-ATPase activity by Tween 20. In
this study, showed a precipitation together of myosin Il 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 fracdo soluvel e miosina Il e V foram precipitadas
conjuntamente, sendo que miosina de cérebro de suino foi parcialmente isolada
a partir dessa actomiosina. Os cérebros foram homogeneizados em tampé&o de
extragao, centrifugado e o sobrenadante 40.000g x 40’ foi congelado a -20°C por
48 horas. O sobrenadante foi descongelado a 4°C, centrifugado a 45.000g x 45’
e o precipitado foi lavado duas vezes com tampao imidazol (pH 7,0 e 10,
respectivamente). O precipitado resultante é enriquecido em trés polipeptideos:
p205, p53, p43 e possui alta atividade Mg®*-ATPase. Esses polipeptideos foram
solubilizados em tampéo pH 10,2 a 27°C, com adigdo de ATP, Mg e NaCl. O
p205 de cérebro de suino foi parcialmente isolado em Sephacryl S-500. Esse
polipeptideo de 205 kDa foi marcado com anticorpos anti-miosina Il e V. Embora
a preparacao de cérebro, praticamente, ndo expressou atividade K/EDTA-
ATPasica, apresentou atividade Co?*-ATPase e uma estimulagdo da atividade
Mg”-ATPase por Tween 20. Nesse trabalho mostramos a precipitagado conjunta
de miosina Il e V e o isolamento parcial dessas miosinas de cérebro de suino a
partir de uma preparacdo de actomiosina obtida pelo congelamento de fragc&o

soluvel de cérebro.

Palavras chaves: miosina, ATPase, brain, vertebrado.
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Introducéo

Miosinas sao proteinas motoras que translocam sobre filamentos de
actina, hidrolisam ATP e tém papel critico em muitas fungdes contrateis e de
motilidade celular [1]. S&do, atualmente, agrupadas em 20 classes, baseado na
sequéncia do dominio cabecga [2]. Possuem um dominio motor na extremidade
N-terminal altamente conservado e um dominio cauda caracteristico de cada
classe na extremidade C-terminal [2]. S0 ubiquamente distribuidas em todos os
organismos eucariotos [2;3]. Muitas das miosinas s&o conhecidas apenas pelas
sequéncias génicas [1], e a fung&o celular dessa familia é extremamente
variavel, o que requer especializacio estrutural e enzimatica [4].

A molécula de miosina |l ou miosina convencional foi o primeiro membro
da superfamilia das miosinas a ser descoberto e tem sido intensamente
estudada devido a sua fungdo fundamental na contragdo muscular [5]. E
composta por um par de cadeias pesadas com cerca de 200 kDa e dois pares
de cadeias leves [6]. Embora seja a principal proteina motora envolvida na
contragdo muscular, outros membros dessa classe foram isolados em células
nao musculares [6;7]. Em células eucaritticas, miosina Il tem sido relacionada
em diversos processos celulares como citocinese, divisdo e crescimento celular
[8].

Miosina V tem sido bem caracterizada em varios organismos como
levedura, camundongo, galinha e lula [9;10]. Foi originalmente identificada em
cérebro como uma proteina ligante de calmodulina e com atividade Mg?-
ATPase dependente de actina [11;12;13]. E expressa em diferentes tipos
celulares e esta envolvida no transporte organelas e vesiculas [10;14].
Composta por duas cabegas conectadas por um longo dominio de super-hélice
de a-hélice e um dominio cauda globular [15]. A regido cabega € composta por
um dominio motor globular e um longo dominio pescogo ligante de cadeias leves
ou calmodulina [3;15;16].

Preparacdo de actomiosina € obtida a partir da precipitacdo de fracao

soluvel de cérebro tanto em baixa quanto em alta forga ibnica e esse processo
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de precipitagdo constitui um passo importante para purificar e caracterizar
miosinas Il e V a partir de fracdo soluvel de cérebro [12;13;15;17]. A
precipitacdo de miosina Il ocorre, preferencialmente, quando a frag&o soluvel de
cérebro € dializada contra tamp&o de baixa forga id6nica [12;13], enquanto que,
miosina V é precipitada seletivamente quando a fragdo soluvel de cérebro é
tratada com alta forgca ibnica [15;17]. Postula-se que essa precipitacdo de
miosina (Il e V) é resultado de sua interagdo com actina e vesiculas [3].
Recentemente temos obtido a precipitacdo de actomiosina a partir do
congelamento de fragdo soluvel de cérebro de rato [18] ou testiculo [19]. Nesse
trabalho, mostramos a precipitacdo de actomiosina por congelamento da fragao

soluvel de cérebro de suino, bovino e pintainho.

Material e métodos

Precipitacdo de miosina de Cérebro. Cérebros de suinos, obtidos em
frigorifico, foram lavados em solugdo de KCI 150 mM e limpos para a retirada de
membranas e vasos sanguineos. Os cérebros foram homogeneizados (na
concentracdo de 2 g/mL) em tamp&o Imidazol-HCI 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 rotacdes
ESGE, por um periodo de 10 minutos. O homogeneizado foi centrifugado a
40.000g x 40’ e o sobrenadante (S1) foi recuperado e congelado a — 20°C por
pelo menos 48 horas. Apos esse periodo, a fragdo S1 foi descongelada a 4°C e
centrifugada a 45.000g x 40°. A fragdo precipitada (P2) foi ressuspendida em
tampao Imidazol-HCI 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/iv) e novamente
centrifugada a 45.000g x 40’. A fracdo P3 foi homogeneizada em tampé&o
(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 solugbes geladas, as homogeneizagdes foram feitas
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em banho de gelo e as centrifugagdes foram realizadas a 4°C. A fragdo P4 foi
ressuspensa em tampao 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, MgCl, 2 mM, homogeneizada a
27°C 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 tamp&o imidazol 20 mM, pH 8,5;
EDTA 0,1 mM e DTT 0,1 mM. Foram coletadas fracbes de 3 mL. O fluxo da
coluna foi de 0,3 mL/min. e todo o processo foi conduzido a 27°C. A precipitagéo
de miosina de cérebro de bovino obtido em frigorifico e pintainho obtido em
granja foi obtida usando o mesmo procedimento.

Atividade ATPase: A atividade ATPasica foi determinada pela medida do
fosfato inorganico liberado do ATP usando o método de Heinonen e Lathi [20]. A
reacéo foi realizada a 37°C e o volume final foi de 200 yL. A atividade Mg-
ATPasica foi ensaiada em tampao imidazol 25 mM pH 7,5, EDTA 1,0 mM, DTT
1,0 mM, KCI 60 mM, MgCl, 4,0 mM e ATP 1,0 mM. A atividade K/EDTA-
ATPasica foi ensaiada em tampao 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 KCI. As reagdes foram iniciadas
com a adicdo de ATP e interrompidas com a adi¢cdo da solugdo de dosagem de
Pi.

Outros métodos: O perfil eletroforético dos polipeptideos 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-ll de
cérebro de rato, anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina V de
cérebro de rato gerados em coelho e o anticorpo secundario conjugado com
fosfatase alcalina foi obtido da SIGMA. O immunoblotting foi revelado com
NBT/BCIP. Proteinas foram dosadas pelo método de Bradford [24].
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Resultados e discussao

O congelamento de fragdo soluvel (S1) de cérebro de suino, bovino e
pintainho promove a precipitagdo de varios polipeptideos, que apds lavagem,
resulta em uma fragdo precipitada (P3), que se apresenta enriquecida em trés
polipeptideos com Mr em torno de 205, 53 e 43 kDa (Fig. 1). Esse perfil
polipeptidico € similar ao obtido por Soares Melo [18] para o congelamento de
fragao soluvel de cérebro de rato. Pelo mesmo procedimento, usando testiculo
de rato, tem-se observado a precipitagao de trés polipeptideos com Mr em torno
de 205 e 43 kDa e um de baixo peso molecular [19; ver capitulo um]. A fracao
precipitada obtida por Soares Melo [18] possui alta atividade Mg”-ATPase e
atividade Ca®'-ATPase. Caracteristica essa observada para as fracdes P3 de
cérebro de suino (Fig. 2), sendo que a atividade Ca**-ATPase é cerca de 20 %
menor que a Mg2+-ATPase, 0 que também foi observado por Soares Melo [18]
para a fracdo precipitada de cérebro de rato. As fracbes P3 de bovino e
pintainho também apresentaram atividades Mg?*-ATPase ou Ca?-ATPase
similares (dados ndo mostrados). As miosinas purificadas tém como uma de
suas caracteristicas atividade ATPase na presenca de alta concentracdo de
potassio e auséncia de cations divalentes, atividade K/EDTA-ATPase
[7;12;25;26;27]. A fracdo P3 de cérebro de suino apresentou uma baixa
atividade K/EDTA-ATPase (Fig. 2), quando comparada com a atividade K/EDTA-
ATPase de miosina Il muscular [25;28]. Também foi observada uma atividade
K/IEDTA-ATPase similar para as fragbes P3 de bovino e pintainho (dados n&o
mostrados). Baixa atividade K/EDTA-ATPase também foi observada por Soares
Melo [18] para a fragao precipitada de cérebro de rato. Sabe-se que em varios
outros tecidos ndo musculares que possuem membros da familia das miosinas a
atividade K/EDTA-ATPase é baixa ou mesmo ausente [28]. Essa baixa atividade
K/EDTA-ATPase pode ser uma caracteristica da fracdo P3 de cérebro, uma vez
que precipitado de actomiosina de musculo esquelético obtido sob as mesmas
condigbes apresenta alta atividade K/EDTA-ATPase [19; ver capitulo 1].

37



1 81 82 P2S3 P3 S1 S2 P2 S3 P3 1 81 S2 P2 83 P3

kDa A B C
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Figura 1. SDS-PAGE da precipitacdo de actomiosina de cérebro por congelamento.

As fragbes foram aplicadas em gel gradiente 5-22 % e o gel foi corado com Commassie
Blue R-250. A: fragdes de cérebro de suino: foram aplicados cerca de 10 pg das fragdes.
B: fragdes de cérebro de bovino, foram aplicados cerca de 8 pg das fragbes. C: fragcbes
de cérebro de pintainho: foram aplicadas S1 (10 ug), S2 (10 pg), P2 (7 pg), S3 (7 pg) e P3
(8 pg). No alto s&o indicadas as fragBes. 1: padrdo de massa molecular. Os numeros a
esquerda correspondem ao padrdo de massa molecular. A direita estdo indicados os
principais polipeptideos observados na fragdo P3.
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Figura 2. Atividade ATPase da fracdo P3 de cérebro de porco.

A fragdo P3 (25 pg) foi incubada por 10 min a 37°C em meio de reag&o Imidazol-HCI 25
mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60 mM, contendo MgCl, 4 mM ou CaCl, 4 mM,
contendo KCIl 60 ou 600 mM. A reacédo foi iniciada com a adicdo de ATP 1 mM e
interrompida com adigado de solugdo de dosagem. Constitui a média de dois ensaios
para experimentos distintos. * Difere significantemente de Mg pelo teste t (P<0,05).

O polipeptideo de 205 kDa presente na fragao precipitada de cérebro
de rato, obtido por Soares Melo [18] € reconhecido por anticorpo anti-miosina V
[18]. Enquanto que em testiculo de rato, o polipeptideo de 205 kDa é
reconhecido por anticorpo anti-miosina Il [19; ver capitulo 1]. Nas fracdes
precipitadas de ceérebro de suino, bovino e pintainho, observamos que o
polipeptideo de 205 kDa é reconhecido tanto por anticorpo anti-miosina Il como
V (Fig. 3). O reconhecimento pelo anticorpo anti-miosina Il ou V mostra uma
precipitacdo conjunta dessas miosinas. No intuito de melhor caracterizar os trés
polipeptideos, realizamos a solubilizagdo dos mesmos como mostrado na figura
4. Observa-se que, embora o processo de lavagem acarrete uma solubilizagao
parcial do polipeptideo de 205 kDa, muito dos polipeptideos de 53 e 43 kDa séo
removidos, obtendo-se uma fragao soluvel final (S5) mais limpida e enriquecida
nos polipeptideos de 205 e 43 kDa (Fig. 4). Usando os mesmos anticorpos
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contra miosina Il e V, observamos que o polipeptideo de 205 kDa solubilizado na
fragdo S5 é reconhecido pelos anticorpos anti-miosina Il ou V (Fig. 5), os
anticorpos mostraram-se especificos, uma vez que, embora a fragdo S1

contenha varios outros polipeptideos, apenas o polipeptideo de 205 kDa foi

reconhecido.
1 2 3 4 1 2 3 4
A B
kDa
205 -

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

As fragbes P3 (15 ug) foram aplicadas em gel 7 %, eletrotrasferidas para membrana
de nitrocelulose e incubadas com anticorpo especifico para miosina Il ou V. A:
incubagdo com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina Il. B: incubagao
com anticorpo contra cadeia pesada de miosina V. 1: padrao de massa molecular. 2, 3
e 4 correspondem a fracdo P3 de cérebro de suino, bovino e pintainho,
respectivamente. O numero a esquerda corresponde ao padrao de massa molecular:
cadeia pesada de miosina.

A aplicagdo da fragdo soluvel S5 em coluna de sephacryl S-500,
mostrou uma separagéo parcial entre os polipeptideos de 205 e 43 kDa (Fig. 6).
O que sugere que os polipeptideos nédo estejam totalmente soluveis, mas
apenas em suspensdo. A atividade Mg?*-ATPase para as fragdes contendo o
polipeptideo de 205 kDa (fragbes 07 e 08) & praticamente desprezivel (dados
nao mostrados), talvez pela auséncia de F-actina nessas fragdes, uma vez que
F-actina é fundamental para que miosinas apresentem alta atividade Mg?*-
ATPase [7;13;15].
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Figura 4. SDS-PAGE da preparacdo de actomiosina de cérebro de suino.

Foram aplicados cerca de 8,0 pg proteinas de cada fragdo em gel gradiente 5-22 % e o
gel foi corado com Commassie Blue R-250. No alto estédo indicadas as fragbes. 1: padrao
de massa molecular. Os numeros a esquerda correspondem ao padrdao de massa
molecular.

1 S1 S5 1 81 S5 1 81 S5
kDa A —-— B c
205 -
- —
116 -
97,4 - W
-

Figura 5. Immunoblotting para as fragdes S1 e S5 de cérebro de suino.

As fragbes S1 (14 pg) e S5 (08 pg) foram aplicadas em gel 7 %, eletrotrasferidas para
membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpo especifico para miosina Il ou V. A:
gel corado com Comassie Blue R-250, foram aplicadas as fragbes S1 (11 ug) e S5 (06 pg).
B: incubacdo com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina V. C: incubacao
com anticorpo policlonal contra cadeia pesada de miosina Il. No alto sdo indicadas as
fragdes. 1: padrao de massa molecular. Os numeros a esquerda correspondem ao padrao

de massa molecular
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Sephacryl S-500
1 856 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

kDa

205 -

116 -

45 -

29 - -

Figura 6. Fracionamento em coluna sephacryl S-500.

A fracdo S5 foi aplicada em coluna Sephacryl S-500 e foram coletadas fragdes de 3
mL de cérebro de suino. A fragdo S5 (5 ug) e as fragbes 5 a 16 (10 pL) foram
aplicadas em gel gradiente 5-22 % e o gel foi corado com Comassie Blue R-250. No
alto sdo indicadas as fragdes. 1: padrao de massa molecular. Os numeros a esquerda
correspondem ao padrao de massa molecular.

Analisamos a atividade ATPase da fracdo P3 de cérbro de suino frente
a diferentes cations divalentes e observamos atividade na presenca de ion
cobaltoso (Fig. 7). Essa atividade Co*-ATPase é apenas 20% menor que a
Mg”-ATPase, sugerindo a presengca de outras ATPases nessa fragao
precipitada, uma vez ndo ha relatos na literatura a respeito de atividade Co*'-
ATPase para miosinas. Testamos detergentes ndo ibnicos para a retirada de
possiveis estruturas membranosas da preparagédo de actomiosina de cérebro de
suino e observamos que Tween 20 estimula a atividade Mg?*-ATPase da fracdo
P3 (Fig. 8), o que pode ser resultado da dissociagao de possiveis ATPases de
membrana presentes nessa fracdo, uma vez que se postula que a precipitacédo

de miosinas ocorra devido a interacdo dessas moléculas com vesiculas e actina

3].
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Figura 7. Atividade Mg ou Co**-ATPase da fracdo P3 de cérebro de suino.

A fracéo P3 (25 pg) foi incubada por 10 min a 37 °C em meio de reagéo Imidazol-HCI 25
mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60, contendo MgCl, 4 mM ou CoCl, 4 mM. A
reacao foi iniciada com a adicdo de ATP 1 mM e interrompida com adi¢cao de solugao de
dosagem. Constitui a média de trés ensaios para experimentos distintos. * Difere
significantemente de Mg pelo teste t (P<0,05).
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Figura 8. Efeito de Tween 20 na atividade Mg?-ATPase da fracéo P3 de cérebro
de suino.

A fragao P3 (25 pg) foi incubada por 10 min a 37 °C em meio de reagdo contendo
Imidazol-HCI 25 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60 MgCl, 4 mM e tween-
20 em porcentagem crescente (v/v) conforme indicado na figura. A reagao foi
iniciada com a adicao de ATP 1 mM e interrompida com adicdo de solugdo de
dosagem. Constitui a média de dois ensaios para experimentos distintos.
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Algumas ATPases tém a atividade Mg?*-ATPase estimulada por detergentes nao
idnicos, como dineina flagelar que tem a atividade Mg?*-ATPase estimulada por
Triton X-100 [29], como também ATPase de membrana plasmatica [30] e
mesmo uma ATPase de envoltério nuclear que tem a atividade Mg?*-ATPase
estimulada por Tween 80 [31]. Essa estimulacado da atividade Mg”-ATPase por
Tween 20 coroborra com a atividade Co?*-ATPase para o fato de que possa
estar ocorrendo a precipitagao de outras ATPases, que possam, eventualmente,
estar contribuindo com a atividade Mg”-ATPase detectada na frac&o precipitada
P3. Assim podemos inferir que o processo de congelamento de frag&do soluvel de
cérebro para a precipitacdo de actomiosina leva a precipitagdo de outras
ATPases, que ndo somente miosinas. Podemos observar que esse processo de
precipitacdo de actomiosina por congelamento de fragdo soluvel é valido n&o
somente para rato, mas também para diferentes vertebrados e que pode ocorrer
a precipitacdo de diferentes miosinas como observado aqui a precipitacao

conjunta de miosina ll e V.
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