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HUMOR

LEIS DE MURPHY

Se vocé é daqueles que acha que as coisas s6 podem piorar... Voc€ estd muito otimista.
Se alguma coisa tem a mais remota chance de dar errado, certamente dara errado.
Tudo dara errado a0 mesmo tempo.

Nada esta tdo ruim que nfo possa piorar, use a criatividade.

Para cada acfio existe uma critica igual e no sentido contrario.

Nada é tdo bom, que em algum lugar, alguém ndo ira dizer que ndo presta.

Se tudo o mais falhar, siga as instrugoes.

Vocé pode observar muito s6 olhando.

Se a probabilidade de sucesso € quase um, entdo ela € proxima de zero.

A l6gica é um método para chegar a uma conclusdo errada com confianga.

Se uma experiéncia funciona, algo deu errado.

A principal causa dos problemas sdo as solugdes.

A solugdio do problema muda o problema.

Quando se procura a solugdo de um problema, sempre ajuda conhecer a resposta.
As coisas que ndo sdo iguais a coisa nenhuma sdo iguais entre si
Nenhuma experiéncia ¢ reproduzivel.

Nunca tente reproduzir uma experiéncia bem sucedida.

A soma de toda inteligéncia do planeta € igual a uma constante, € a populagdo esta
aumentando.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADP Adenosina-5’-difosfato

ATP Adenosina-5’-trifosfato

ATPase Adenosina trifosfatase

BSA Soro albumina bovina

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
GTP Guanosina-5’-trifosfato

kDa Kilodaltons

PPi Pirofosfato

et cu s leniie
TEMED N, N, N’, N’-tetrametilenodiamino

TRIS Tris(hidroximetil)aminometano
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RESUMO

Em trabalho recente obtivemos uma fragio ATPase enriquecida em atividade Mg>*ATPase,
a partir de cérebro de rato, tendo como principais polipeptideos um de 160 kDa e outro de
54 kDa, que aparecem fortemente corados em SDS-PAGE. Essa fragéo foi caracterizada
por Pinheiro (2001), tendo a2 mesma apresentado propriedade distintas de outras ATPases ja
conhecidas como miosina, dineina, cinesina ou E-NTPases. Seguindo o protocolo descrito
por Pinheiro, conseguimos obter uma fragdo ATPase na qual foi evidenciada a presenga de
varios polipeptideos, inclusive os dois principais polipeptideos P160 e P54. Usando coluna
de Blue-Sepharose, obtivemos a retengdo dos dois polipeptideos, que foram recuperados
mediante o uso de imidazol 1M ou 2,5 M, para P160 e P54, respectivamente. A atividade
Mg’*ATPase total da fragdo ATPase aplicada em coluna Blue-Sepharose teve uma
recuperagdo de 90% na fragéo “yoid” da coluna, que mostrou auséncia de P160 e P54. Os
polipeptideos, isolados ou reassociados, ndo mostraram atividade Mg?*ATPase. Imidazol 1
ou 2 M inibiu a atividade Mg**ATPase da fragio ATPase em cerca de 40 e 60 %,
respectivamente. Didlise ndo foi suficiente para restabelecer alguma atividade relacionada
aos polipeptideos, quer fossem dialisados juntos ou reassociados posteriormente. Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que 0s polipeptideos P160 e P54 de nossa

fragdo ATPase ndo sdo 0s responsaveis pela atividade Mg’ *ATPase.



ABSTRACT

In recent work we got rich a ATPase fraction in Mg>*ATPase activity, from rat brain,
having as main polypeptides one of 160 kDa and another one of 54 kDa, that they appear
stained strong in SDS-PAGE. This fraction was characterized by Pinheiro (2001), having
same presented property the distinct ones from other ATPases already known as myosin,
dynein, kinesin or E-NTPases. Following the described protocol for Pinheiro, we obtained a
ATPase fraction in which was evidenced the presence of some polypeptides, also the two
main polypeptides P160 and P54. Using column of Blue-Sepharose, we got the retention of
the two polypeptides, that had been recouped by means of 1M or 2.5 the use of imydazole,
for P160 and P54, respectively. The Mg’ “ATPase activity total of the ATPase fraction
applied in Blue-Sepharose column had a recovery of 90 % in the fraction "void" of the
column, that shows absence of P160 and P54. The polypeptides, isolated or reassociated,
had not shown Mg**ATPase activity. Imydazole 1 or 2 M inhibited the Mg**ATPase
activity of the ATPase fraction in about 40 and 60 %, respectively. Dialysis was not
sufficient to reestablish some activity related to the polypeptides, it wants were dialysed
together or reassociated later. The results gotten in this work had shown that the
polypeptides of P160 and P54 of our ATPase fraction are not the responsible ones for the
Mg**ATPase activity.



1. INTRODUCAO

ATPases correspondem a um grupo de enzimas que possuem como principal
propriedade a capacidade de hidrolisar o fosfato y da molécula de adenosina trifosfato (ATP).
Muitas dessas enzimas estdo relacionadas com a realizagio de trabalho celular através do
acoplamento da quebra do fosfato y do ATP & promogdo de outras reagdes quimicas. A
miosina de musculo acopla a quebra do ATP ao processo de contragiio muscular através da
interagio com filamentos de Actina. Outras enzimas como cinesina e dineina acoplam a
quebra do ATP aos processos de transporte de vesiculas no interior celular, através da
interagdo com microtibulos, bem como a movimentagio de cilios e flagelos. A Na'/K'-
ATPase que é uma proteina integral de membrana utiliza a energia da hidrélise do ATP para o
transporte de Na' e K" através da membrana celular (WOO et al., 1999; LINGREL &
KUNTZWELER, 1994).

Miosina, cinesina e dineina, constituem a principal familia de enzimas denominadas
de motores moleculares e também as principais ATPases solaveis (VALE et al., 1999;
MERMALL et al., 1998; HIROKAWA, 1998). Atualmente s@o conhecidas 18 classes de
miosinas, dez diferentes classes de cinesinas e duas classes de dineinas (SCHLIWA &
WOEHLKE, 2003). A caracteristica comum dos motores moleculares é que sdo proteinas que
tém a habilidade de hidrolisar o ATP convertendo parte de sua energia quimica em trabalho
mecanico, constituindo assim um componente gerador de forga para a célula. Apresentam um
papel essencial em muitos processos celulares como contragido muscular, fagocitose, emissdo
de pseudépodos, transporte de vesiculas e organelas, migragdo de cromossomos durante o
processo de divisdo celular e citocinese (ENDOW & TITUS, 1992; CLARKE & SPUDICK,
1977).

Temos outras enzimas, com distribui¢do ubiqua nos tecidos, que hidrolisam tanto o
fosfato y como o B do ATP, bem como ADP, contudo ndo usam a energia liberada pela
hidrolise do ATP ou ADP para a promogao de trabalho celular, sendo referidas como E-
NTPases (PLESNER, 1995). Algumas destas enzimas estdo relacionadas aos processos
fisiologicos regulados por ATP e/ou ADP como neurotransmissdo, agregacgéo plaquetéria,
regulagio da pressdo sangiiinea, permeabilidade de membranas celulares e também na
reciclagem de nucleotideos (KOMOSZYNSKI & WOIJTCZAK, 1996; KEGEL et al, 1997).
Grande parte das E-NTPases identificadas constituem proteinas integrais de membranas €
que, em geral, ndo sdo encontradas em fragdes soliveis. Entretanto parece que alguns

membros desse grupo de enzimas sdo solaveis (ZIMMERMAMN, 1999).
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1.1. MIOSINA

Miosinas constituem uma superfamilia de proteinas motoras que se movimentam
sobre filamentos de actina através da hidrolise do ATP, e desta maneira elas constituem um
conjunto critico nos processos de contragdo e motilidade celular (HOMMA et al, 2000). Os
filamentos de actina geralmente estdo associados com a miosina, que juntos sdo responsaveis
por uma série de movimentos celulares.

Além da miosina 1I, que é encontrada em células musculares ¢ nao musculares
(KORN & HAMMER, 1988), varios outros tipos de miosinas sdo encontrados em c€lulas
ndo-musculares. Uma proteina ligante de actina ¢ com atividade ATPésica caracteristica de
miosina de musculo, mas com peso molecular inferior e constituida por um anico dominio
globular, foi isolada inicialmente de Acanthamoeba (POLLARD & KORN, 1973).
Posteriormente, enzimas similares a essa foram encontradas em Dictyostelium (COTE et al,
1985) e microvilosidades intestinais de vertebrados (COLLINS & BORYSENKO, 1984). As
segiiéncias de aminoacidos na regido N-terminal dessas proteinas apresentam alta homologia
entre si e com miosina II. Tais enzimas de cabega tnica foram denominadas de miosinas nio
convencionais ou miosina I (HAMMER, 1991). Em virtude da grande diversidade destas
miosinas a classificagio em apenas dois grupos: miosina I e II, ndo era adequada. Uma
comparagio detalhada da seqiiéncia de aminoacidos dos dominios cabegas nas miosinas levou
a conclusio de que essas proteinas deveriam ser agrupadas em varias classes distintas
(ESPREAFICO et al, 1992; MOOSEKER, 1993).

Durante as ultimas décadas tem sido encontradas inimeras proteinas com
caracteristicas de miosinas, por vez as miosinas estdo, atualmente, sistematizadas em 18
classes, baseadas em analises filogenéticas de seqiiéncias de dominio cabega localizada na
porgdo amino terminal do polipeptideo (CHENEY & MOOSEKER, 1992; HASSON &
MOOSEKER, 1996; THOMPSON & LANGFORD, 2002). A Figura 1 ilustra as diferentes
classes de miosinas atualmente conhecidas. Algumas dessas ATPases ja se encontram
bioquimicamente bem caracterizadas como a miosina I, I, V ¢ VI (HASSON &
MOOSEKER, 1996; SELLERS, 2000).
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Figura 3: Miosina V, em destaque o dominio motor (em azul escuro), as
cadeias leves dos motivos 1Q com a molécula de calmodulina ligada (em azul
claro) e a regidio de cadeias pesadas com o dominio cauda (em lilas). que
promove a interagdo da miosina com sua carga. Figura construida a partir de analise
por difragdo de raio x . colorida de forma diferente para ilustrar as cadeias € o
preenchimento das estruturas (extraido de VALE, 2003).

Além da contragdo muscular, a familia das miosinas esta envolvida em varias outras
fungdes celulares como crescimento € desenvolvimento celular, no transporte de organelas ¢
de RNA mensageiro, exocitose, endocitose, diferenciacdo de leucocitos, manutengdo da
arquitetura celular e transdugdo de sinal (WU et al, 2000; MERMALL et al, 1998). Alteragdes
da atividade destes motores muitas vezes podem levar a desordens neurolégicas €
neurosensoriais (LANGFORD & MOLYNEAUX, 1998). A figura 4 mostra as diferentes
fungdes celulares exercidas pelas miosinas como no transporte de vesiculas de melanossomas
ou RNA por miosina V (8, 10, 11, 12), endo ou exocitose ou fagocitose por miosina I (4, 6, 7,
9).
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Figura 4: Representagio das diferentes fungdes celulares das miosinas:
endocitose, transporte de RNA, fagocitose, transporte de vesiculas, exocitose,
etc (extraido d¢ MERMALL, 1998).

As miosinas também apresentam como caracteristicas a capacidade de terem suas
atividades mecanoquimicas reguladas pela presenca de certas substancias. A atividade Mg2+-
ATPiésica de miosina pode sofrer regulagdo direta ou indireta pela presenca de calcio ou Ca**-
Calmodulina, respectivamente, bem como terem atividade Ca’'-ATPasica estimulada pela
presenca de calmodulina como miosina V, por exemplo (COZELMAN & MOOSEKER,
1987; HANSSON & MOOSEKER, 1996; ESPINDOLA et al, 1992). Fluoreto de aluminio
por formar um complexo com ADP, adquirindo estrutura semelhante ao fosfato y do ATP,
pode ter efeito inibitério na atividade Mg**-ATP4sica desses motores moleculares

(FACANHA & OKOROKOVA-FACANHA, 2002; TROULLIER et al, 1992). Vanadato, por



possuir estrutura andloga a do ATP, pode, em concentragdes elevadas, inibir a atividade
Mg**-ATPasica de miosina II de misculo, bem como de miosina 1 (COZELMAN &
MOOSEKER, 1987). As miosinas apresentam como cariter diagndstico a expresso de

atividlade ATPasica em solugdes contendo elevadas concentragdes de K'/EDTA
(COZELMAN & MOOSEKER, 1987).

1.2. DINEINA

Dineina axonemal e citoplasmética sio morfologicamente similares, sendo a forma
citoplasmatica relacionada, mas ndo idéntica a dineina axonemal (HOLZBAUR & VALLEE,
1994). As dineinas foram descritas primeiramente como estruturas semelhantes a bragos
laterais presentes em pares de microtubulos externos de axonemas de cilios e flagelos
(GIBBONS, 1965). Esses bragos sdo ATPases responsaveis pela geragdo de movimentos de
deslizamento entre microtibulos e causam o batimento de cilios e flagelos. A forma
citoplasmatica da dineina foi isolada inicialmente de tecido cerebral como o motor molecular
responsavel pelo transporte axonal retrogrado de organelas, bem como o transporte
centripeto de endossomos, lisossomos e elementos do complexo golginense nas células em

geral. Esta familia de motores moleculares encontra-se amplamente distribuida na natureza

(PASCHAL & VALLEE, 1987).

A dineina citoplasmatica, isolada de cérebro bovino, € composta de duas moléculas
de cerca de 532 kDa, trés cadeias intermediérias de 74 kDa e quatro cadeias leves de 59, 57,
55 ¢ 53 kDa (PASCHAL & VALLEE, 1987). A figura 5 ilustra uma molécula de dineina
citoplasmatica com as cadeias pesadas com os dominios motores globulares, cadeias

intermediérias ligadas as cadeias pesadas, cadeias leves e cadeias intermedidrias ligantes de

dinactina.
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Figura 5: Dineina citoplasmatica evidenciando as cadeias pesadas (em azul escuro),
cadeias intermediarias, cadeias leves e cadeias intermediarias ligantes de dinactina no
transporte de vesiculas. Figura construida a partir de analise por difragdo de raio X,
colorida de forma diferente para ilustrar as cadeias ¢ o preenchimento das estruturas
(extraido de VALE, 2003)

Dineina citoplasmatica, dineina flagelar e ciliar possuem uma regido relativamente
conservada, a cabega, envolvida na produgdo de forga ao longo de microtibulos (VALLEE et
al, 1988). As dineinas axonemal e citoplasmatica sdo capazes de conduzir o deslizamento de
microtibulos in vitro (PASCHAL, et al, 1987) e ambas enzimas geram forga na diregdo (-)

do microtibulo (PASCHAL & VALLEE, 1987; HOLZBAUR & VALLEE, 1994).

Embora dineina hidrolise outros nucleotideos trifosfato, apenas a atividade ATPasica
¢ estimulada por microtiibulos e suporta movimento (PASCHAL et al, 1987). Diferente da
dineina de axonema, a dineina citoplasmatica ndo contem sitios ligantes de microtibulos
insensivel a ATP e sua atividade ATPasica ¢ alterada na presenca de detergente i6nico
(SHPETNER et al, 1988). Dineina citoplasmatica, na presenca de triton X-100 um detergente
ndo idnico, ndo sofre inibigdo de sua atividade ATPase, entretanto triton X-100 pode
estimular a atividade ATP4sica de outras dineinas (GIBBONS & F RONK, 1979). Dineina de
cérebro tem sua atividade ATP4sica inibida na presenca de baixas concentragdes de vanadato
(SHPETNER et al, 1988).



1.3. CINESINA

As cinesinas constituem uma superfamilia de ATPases associadas a microtibulos.
Todas as cinesinas atuam como motores moleculares, que em associagdo com microtiibulos,
transformam a energia do ATP em agdo especifica. As cinesinas hidrolisam o ATP usando um
centro catalitico altamente conservado, cuja interagdo microtubulo-nucleotideo estimula a
atividade ATPasica (SABLIN, 2000).

A primeira cinesina foi descoberta em axoplasma de lula por Vale et al (1985).
Cinesina converte a energia liberada da hidrolise de ATP em movimento unidirecional ao
longo de microtibulos (GOLDSTEIN, 1991), sendo responsével pelo movimento centrifugo
(VALE et al, 1985) e pelo transporte axonal anterégrado (ENDOW & TITO, 1992).

A cinesina isolada de virios tecidos ¢ geralmente um tetramero (o2p2) que consiste de
duas cadeias o pesadas e duas B leves. As cadeias pesadas possuem entre 110-113 kDa,
estando os dominios motores localizados na extremidade N-terminal das cadeias. A cadeia
pesada é segmentada e pode ser dividida em quatro dominios: o dominio catalitico globular,
um dominio pescogo, uma regido em o-hélice denominada haste ¢ uma cauda globular. O
dominio catalitico globular ¢ altamente conservado entre cinesinas € contém os sitios de
ligagdo aos microtubulos ¢ ATP (SABLIN, 2000). O dominio cauda se liga as cadeias leves ¢
a organelas especificas, além de ter fung@o regulatéria das atividades ATPasica e motora das
cinesinas (COY et al, 1999). A figura 6 representa uma molécula de cinesina mostra a

presenga do dominio cabega, a porgdo em helicoidal da cadeia pesada e o dominio cauda com

as cadeias leves aderidas.

Cadeia leves

Dominio cabeca Espiral enrolada

Dominio
cauda

Figura 6: Cinesina citoplasmatica evidenciando as cadeias pesadas (em azul escuro),
cadeias intermediérias e a interagio com dinactina no transporte de vesiculas . Figura
construida a partir de analise por difragdo de raio x, colorida de forma diferente para
ilustrar as cadeias e o preenchimento das estruturas (extraido de VALE, 2003)



Descobertas recentes indicam que as cinesinas constituem uma familia diversa de
proteinas (HIROKAWA, 1998). Além do membro descrito anteriormente, que ¢ uma proteina
tetramérica, existem membros que s3o monoméricos € também, com diversos outros tipos de
estrutura quaternaria. Enquanto a cinesina de cérebro descoberta inicialmente possui o
dominio motor na extremidade N-terminal (tipo N), alguns membros dessa familia
apresentam o dominio motor na extremidade C-terminal (tipo C) e outros apresentam esse
dominio no meio da molécula (tipo M). Alguns membros da familia das cinesinas realizam
movimento para a extremidade (+) dos microtibulos, enquanto outros realizam o transporte
para a extremidade (-) de microtibulos (SABLIN, 2000; HIROKAWA, 1998). As cinesinas
estdo envolvidas em varios processos celulares como transporte de organelas em neurdnios,
divisdo celular, dindmica de microtabulos e transporte de melanossomos (HARA et al., 2000;
HIROKAWA, 1998).

As cinesinas tém sua atividlade Mg®'-ATP4sica estimulada na presenca de
microtiibulos, entretanto na auséncia destes apresentam uma atividade Ca’*"-ATPasica mais
elevada (KACHAR et al, 1987). Na presenca de alta forca ionica e N-etilmaleimida, as
cinesinas t€ém sua atividade Mg2+—ATPésica inibida (KACHAR et al, 1987), bem como na
presenga de inibidores de movimento como vanadato e AMP-PNP, a cinesinas apresentam
diminui¢do de sua atividade ATPéasica (COHN et al, 1987). Pode-se citar como uma das
caracteristicas das cinesinas, frente a inibidores especificos, o fato de ligarem-se fortemente a
microtibulos na presenga de AMP-PNP (VALE, 1987). A figura 7 representa as moléculas de
dineina e cinesina interagindo com microtiibulo e seus sentidos de movimento ao longo dos

mesmos.

Extremidade ()

Extremidade (+)
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Cadeias leves /
¢ intermediarias )

¥
7 A
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Dominio gt
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58 A% .
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Figura 7: Interagio de dineina citoplasmatica e cinesina com microtiibulos e sentido de movimento de ambas ao
longo do microtiabulo (extraido de COOPER, 2001)
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1.4. E-NTPase

Também denominadas ecto-ATPases, ecto-apirases ou E-ATPases, sdo enzimas que
hidrolisam nucleotideos trifosfato ou tanto nucleotideos di e trifosfato apresentando
distribui¢do ubiqua em seres eucariotos (KACZMAREK et al., 1996; PLESNER, 1995). As
E-ATPases sdo fundamentais em alguns processos fisiologicos onde ATP e/ou ADP estdo
envolvidos. Dentre esses processos temos: neurotransmissdo, agregagio plaquetdria,
regulagio da pressdo sanguinea, permeabilidade de membranas celulares e transporte de
macromoléculas e também na reciclagem de nucleotideos regulando as atividades de 5°-
nucleotidases e adenilato ciclase (KOMOSZYNSKI & WOJTCZFAK, 1996).

De acordo com as propriedades cataliticas, a familia das E-NTPases pode ser dividida
em ectonucleotideo-difosfohidrolase (ecto-ATPDases), que hidrolisam nucleotideos tri e
difosfatos e ectonucleotideo-trifosfatases (ecto-ATPases), que hidrolisam apenas nucleotideos
trifosfatos (PLESNER, 1995), ambos os membros dessa familia sdo enzimas glicosiladas com
pelo menos um dominio transmembrana, contudo alguns membros sdo proteinas soliveis. A
proteina ndo glicosilada apresenta em torno de 55 kDa, enquanto a glicosilada possui entre 70
a 80 kDa (ZIMMERMANN, 1999). A glicosilagdo ¢ necessdria para a oligomerizagdo das E-
NTPases e para a atividade enzimética, que diminui com a remogéo do agucar da molécula
(SMITH et al, 1997). Estas enzimas apresentam uma seqiiéncia altamente conservada
denominada ACR “regido conservada apirase” (HANDA & GUIDOTI, 1996).

Nem todos os membros da familia de E-NTPases séo ecto-enzimas. Existem vérios
membros soliveis destas enzimas (SMITH et al., 1997; HANDA & GUIDOTT]I, 1996). As E-
NTPases humanas CD39L2 e CD39L4 apresentam algumas caracteristicas de proteinas
soliveis (ZIMMERMANN, 1999). Outras formas soliveis de E-NTPases de mamiferos
podem ser excretadas apos estimulagdo da inervagdo simpatica como demonstrado por
Todorov et al (1997).

E-NTPases como a purificada de oviduto de galinha pode ndo sofrer inibi¢do de sua
atividade Ca®" ou Mg?"-ATPi4sica, na presenca de inibidores de ATPases de membrana como
azida (KNOWLES & NAGY, 1999). Destarte, na presen¢a de triton X-100 as E-NTPAses
podem n#o sofrer inibigdo de sua atividade ATPase (SMITH et al, 1997).
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1.5. FRACAO ATPase CARACTERIZADA POR PINHEIRO

Nosso laboratorio tem se dedicado a caracterizacdo de ATPases como uma
abordagem preliminar para identificar motores moleculares em tecido de mamiferos. Em
trabalhos recentes, foi obtida uma fracdo ATPase, a partir de cérebro de rato, enriquecida de
atividade Mg”"-ATP4sica (PINHEIRO, 2001). Pinheiro, seguindo procedimentos bioquimicos
de purificagdo como cromatografia, centrifugagdo e precipitagdo por sal, obteve uma frag@o
altamente enriquecida em atividade ATPase. Essa fragdo obtida e caracterizada por Pinheiro
(2001) apresentou propriedades distintas de ATPases ja conhecidas. Na presenca de solugédo
contento concentragdo de potassio 60 ou 600 mM, essa fragdo ndo apresentou atividade
ATP4sica, ndo teve atividade na presenga de ions calcio, bem como néo teve sua atividade
Mg*"-ATP4sica influenciada pela associagdo de magnésio e célcio, sugerindo auséncia de
miosinas. Pinheiro, observou que a presenga de fluoreto de aluminio, a partir da adi¢do de
fluoreto de sédio 2,5 mM e cloreto de aluminio 0,5 mM, inibiu a atividade Mg2+-ATPésica
dessa fracdo em cerca de 30%, sendo observado igual valor de inibi¢do para vanadato de
sédio 1 mM. Na presenga de Triton X-100 a 0,2%, a fragdo ATPase teve sua atividade Mg?*-
ATPi4sica fortemente inibida. Também teve sua atividade ATPasica inibida fortemente pela
presenca de alta forca idnica. Azida 1 mM ndo inibiu a atividade da fragdo ATPase. Tais
indicios sugerem a auséncia de ATPases de membrana e também de ATPases como dineina ¢
cinesina.

A fragdo analisada por Pinheiro (2001) na presenga de outros substratos como GTP,
ADP e PP; ndo expressou atividade significativa. Nessa fragdo Pinheiro (2001) verificou a
presenga de dois polipeptideos principais, de massa molecular de 160 e 54 kDa, que aparecem

fortemente corados em gel SDS-PAGE, os quais foram citados como possiveis responsaveis

pela atividade ATP4sica.

2. OBJETIVO

Separar e verificar se os dois principais polipeptideos, P160 e P54, presentes na
fragdo ATPase caracterizada por Pinheiro, sdo os responsaveis pela atividade ATPésica de

nossa fracdo ATPase.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. REAGENTES
Os reagentes ATP, Trizma-Base, Imidazol, EDTA, sulfato de amonio, inibidores de
proteases ¢ DTT foram obtidos da SIGMA. As resinas SP e Q-Sepharose fast flow e resina

Blue-Sepharose foram obtidas da Pharmacia Biotech. Os demais reagentes usados sdo de grau

analitico.

3.2. OBTENCAO DA FRACAO ATPase

Seguindo processo semelhante ao descrito por Pinheiro (2000), ratos Wistar adultos
foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por decapitagdo, seus cérebros foram
removidos, em seguida lavados em solugdo de KCI 150 mM, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e conservados a -80°C. Uma concentragdo de aproximadamente 0,3 g/mL
de cérebros foram homogeneizados em tampéo de extragdo (Imidazol 25 mM pH 8,0, EDTA
10 mM, DTT 1 mM, Sacarose 250 mM, Benzamidina 1 mM, Aprotinina 1%/vol e
Calpastatina 1pL/mL); usando homogeneizador manual de vidro (PYREX, 40 mL) por um
periodo de aproximadamente 15 min e, em seguida, foi realizada centrifugacdo a 45.000,g,
40°, 4°C. A fragdio precipitada (P1) foi descartada. A fragdo sobrenadante (S1) foi aplicada em
resina SP-Sepharose (25 mL), previamente equilibrada com tamp@o: Imidazol 20 mM pH 8,0;
DTT 0,1 mM e EDTA 0,1 mM; coletando-se a fragdo “void” (V1).

A fragdo V1 foi submetida a um processo de precipitagio com sulfato de amonio a
50% em banho de gelo; em seguida foi centrifugada a 20.000xg, 30°, 4°C; obtendo-se um
precipitado (P2) e um sobrenadante (S2), sendo este conservado para analise. P2 foi
homogeneizado em 100 mL de tampéo (Tris-HCI 20 mM pH 8,0; EDTA 0,1 mM e DTT 0,1
mM), em banho de gelo; sendo entdo centrifugado a 45.000xg, 01 :00h, 4°C; obtendo-se um
novo precipitado (P3) e um sobrenadante (S3). A fragdo S3 foi aplicada em resina Q-
Sepharose (25 mL), equilibrada previamente com tampdo: Tris-HCl 20 mM pH 8.,0; EDTA
0,1 mM e DTT 0,1 mM, a baixa temperatura, coletando-se a fragdo ATPase (V2). Um
volume de aproximadamente 4 mL da fragdo V2 foi aplicado em coluna de Blue-Sepharose,
antecipadamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0; DTT 0,1 mM e EDTA 0,1

mM) a temperatura ambiente; coletando-se o “void” (V3).
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Apés a obtengdo de V3, a coluna Blue-Sepharose foi lavada com 0 mesmo tampdo de
equilibrio, com posterior eluigdo com Imidazol IM pH 8,0, ou 2,5 M pH 7,2, EDTA 0,1 mM
¢ DTT 0,1 mM. Amostras fragdes contendo os principais polipeptideos foram dialisadas
contra tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM ¢ DTT 0,1 mM, em um volume de 2

L, por um periodo de trés horas.
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3.3. ATIVIDADE ATPisica

A atividade ATPisica foi determinada pela medida do fosfato inorganico liberado do
ATP, quando incubado com a enzima em meio adequado. O fosfato liberado foi dosado pelo
método colorimétrico de Heinonen e Lahtti (1981). Sendo a reagao conduzida em tamp&o:
Imidazol 25 mM pH 7,5; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; KCl 60 mM e MgCl, 4 mM.

A reacdo foi iniciada pela adigéo de ATP com concentragio final de 1 mM, seguida
de incubagdo a 37 °C por um periodo de aproximadamente 10 minutos. Ao final do respectivo
periodo, a reagdo colorimétrica foi iniciada com a adicdo da solugdo de dosagem AAM (2
volumes de acetona, 1 volume de molibidato de amonio 10 mM e 1 volume de 4cido sulfiirico
5 N) e agitada por 15 segundos; sendo interrompida com a adi¢do de 200 pL de acido citrico 1
N e agitada por mais 15 segundos. Por vez, os brancos, para cada amostra, foram feitos
mediante a incubagdo da amostra em meio de reagdo; nos quais o ATP foi adicionado
imediatamente antes de iniciar a reagdo colorimétrica com a solugao AAM. Todas as reagdes
foram feitas em duplicatas e as absorbancias foram medidas em espectrofotdometro (HITACHI
U-2000) a 355 nm na luz visivel, utilizando cuvetas de quartzo. Uma curva-padréo de fosfato
foi feita compreendendo a faixa de 0 a 200 nmols de fosfato. A concentragdo de ortofosfato
das amostras em nmols foi determinada a partir de cdlculos de regressao linear baseados nos
valores obtidos a partir da curva-padréo (Figura 1). Sendo feita uma curva padrio para cada

dosagem de fosfato.

1,00
0,80
0,60
0,40

0,20

Absorbancia a355 nm

0,00

0 50 100 150 200

[P] nmols
y = 0,0045x - 0,0002
R? =0,9988

Figura 8. Exemplo de uma curva padrio usada para determinar a
concentragdo de fosfato, com equagdo ¢ coeficiente de linearidade.
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3.4. DOSAGEM DE PROTEINA

A determinagdo da concentragdo protéica foi feita pelo método de Bradford (1976).
10 pL das fragdes obtidas durante o preparo da fragdo ATPase foram adicionados a 90 pL de
4gua Milli-Q em tubos de vidro. A cada tubo foram adicionados 3 mL de solugdo de Bradford
(Comassie blue G-250 0,01 % em etanol 4,7 % e acido fosforico 8,5 %). As determinagdes
foram feitas em duplicatas e a absorbancia foi medida em espectrofotometro a 595 nm na luz
visivel, usando cuvetas de acrilico, sendo lavadas com alcool (80%) e agua Milli-Q.
Paralelamente a dosagem de proteinas das fragdes, foi feita uma curva-padrdo de
soroalbumina bovina, de concentragdes compreendidas na faixa de 0 a 30 pg, que
corresponde a faixa linear da curva. A concentragdo de proteinas em mg/mL das amostras foi
determinada a partir de célculos de regressio linear baseados nos valores obtidos a partir da

curva-padrdo. Observando que para cada dosagem de proteina fez-se uma curva padréo.

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 -

Absorbancia a 596 nm

0,00

[BSA] ug
y =0,0193x + 0,0332
R2=0,9903

Figura 9. Exemplo de uma curva padrdo de BSA, no intervalo linear do
método, com equagio e coeficiente de linearidade.

3.4.1. Determinacdo da atividade especifica das fragoes.

A atividade especifica foi calculada a partir da densidade 6ptica das amostras, através

da equag@o:
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ie D.O. amostra x nmols de P; do padrdo

D.O. padriio x mg de proteina na reagdo x tempo de reagdo

Onde: D.O. = densidade 6ptica ou absorbancia.

A atividade especifica foi expressa em nmols de Pi por mg de proteina por unidade de
tempo. Sendo a atividade total para cada amostra o produto de sua atividade especifica pela

quantidade de proteina total da amostra.

3.5. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL SDS-PAGE

Os polipeptideos das fragdes protéicas foram analisados através de eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE); usando o sistema de tamp&o
descontinuo descrito por Laemmli e Favre (1973) e o sistema de placas empregado por
Studier (1973).

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi confeccionada em placas de vidro e de
ceramica de dimensdes e de 10 x 10 x 0,06 cm. As amostras para SDS-PAGE foram
preparadas utilizando 90 uL da fragdo e 10 puL. de solugéo tampao de amostra (Tris-HCI 187
mM pH 6.8; glicerol 27,6%; SDS 6%; EDTA 6 mM pH 7.5; 2-mercaptoetanol 28,8 mM e
bromofenol 0,05g) e, antes de serem aplicadas no gel, foram levadas por dois minutos em
agua em ebuligdo.

Todas as fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida com SDS, sendo que a
eletroforese foi executada na cuba Hoefer Mighty Small II, usando como tamp@o eletrodo Tris
25 mM pH 8,3, EDTA 2 mM, glicina 200 mM e SDS 25 mM. As amostras foram aplicadas,
nos “poginhos”, usando-se microsseringa (Hamilton), em volumes variaveis. Foi usado como
padrio de massa molecular SDS6H da SIGMA (cadeia pesada de miosina II 205 kDa, B-
galactosidase 116 kDa, fosforilase-b 97 kDa, albumina bovina 66 kDa, ovoalbumina 45 kDae
anidrase carbonica 29 kDa). A cuba foi ligada a uma fonte (Electroforesis Power Supply-EPS-
200, Pharmacia Biotech), realizando a eletroforese sob uma corrente elétrica constante de 25
mA a 200 V. Interrompeu-se a eletroforese antes da frente de bromofenol sair na extremidade
inferior do gel. Os géis foram corados com solugdo corante (comassie brilhante blue-R250,
metanol 50% e 4cido acético 20%). Sendo o excesso de solugio corante retirado com solug@o

descorante (4gua Milli-Q 86%, metanol 5% e acido acético 9%).
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil eletroforético dos polipeptideos

Subseqiiente as etapas de fracionamento para a obtengdo da fragdo ATPase, amostras
das fragdes foram aplicadas em SDS-PAGE, a fim de observar o perfil eletroforético dos
polipeptidios (Fig. 3), onde verificou-se, além de vérios outros polipeptideos, a presenga dos
dois principais polipeptideos de 160 e 54 kDa (sctas a direita), cuja fragdo apresentou alta
atividade Mg>"-ATP4sica.

205kDa ——p
<— 160kDa

116kDa —p
97kDa —p

66kDa —p

s 54 kDa

45kDa —»

o8l N P R P RBVD

Figura 10. SDS-PAGE da preparagdo da fragio ATPase de
cérebro de rato. Foram aplicados: 0,9 pg de S1; 0,8 pg de V1;
0,8 pg de P2; 0,5 pg de S2; 0,8 g de P3; 1,5 ug de S3; 1,2 ug
de V2. P-Padrio SDS 6H. As setas a direita indicam os
polipeptidios de 160 e 54 kDa.

A aplicagdo de V2 em coluna Blue-Sepharose resultou na completa retengéo dos dois
principais polipeptideos, de 160 e 54 kDa, que foram recuperados ap0s elui¢do da coluna com
imidazol em alta concentragio. A primeira eluigdo com imidazol 1 M mostrou em SDS-
PAGE a recuperagio do polipeptideo de 160 kDa, que foi designado de E1. Por conseguinte, a
eluicio com imidazol 2,5 M mostrou a recuperagao do polipeptideo de 54 kDa, o qual foi
denominado de E2. A figura 11 mostra perfil eletroforético para as fragdes V2 aplicada na
coluna Blue, a fragdio “void” (V3), El e E2.
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Figura 11. Separacio de P160 e P54 em coluna Blue-Sepharose. SDS-
PAGE da separagio dos polipeptidios de 160 e 54 kDa (setas a direita) em
coluna de Blue-Sepharose. Elui¢do com Imidazol 1 M (E1); elui¢gdo com
Imidazol 2,5 M (E2). Foram aplicados: 1,2 pg de V2; 0,2 ug de Vv3;1,5 ug
de E1; 1,6 png de E2. P-Padrio SDS 6H.

4.3. Atividade Mg’ -ATPdsica

A obtencdo de E1 e E2, usando coluna Blue-Sepharose, teve como etapa subseqiiente
a determinagdo da atividade trifosfatasica para verificar a possivel relagdo dos polipeptideos
com a atividade Mg”-ATPésica. Foram realizados ensaios para V2, V3, El e E2. Os
resultados foram expressos em termos de atividade Mg’ "-ATPasica total, como visto na figura

2.
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Figura 12. Recuperagao da atividade Mg”"-ATPisica Total em coluna de Blue-
Sepharose. 50 pL foram incubados por 10 min a 37°C em meio de reagdo contendo
Imidazol-HC1 25 mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60 mM e MgCl, 4 mM. A
reagdo foi iniciada com ATP 1 mM e interrompida com adicdo de solugéo de dosagem. (0]
P, liberado foi dosado pelo método Heinonen & Lahtti (1981).

4 4. Associagdo de El e E2

Embora, tenha recuperado parte consideravel de atividade Mg”'-ATP4sica total na
fragdo V3, foi realizado ensaio comparativo das fragdes E1 e E2 com associagdo dos mesmos
(Fig. 6), tendo como perspectiva a analise da interagdo dos mesmos. Os resultados obtidos

foram expressos em termos de concentragdo de nmols de P;.
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Figura 13. Efeito da associacdo de fragoes na Atividade Mg -ATPisica, dos eluatos
da coluna de Blue-Sepharose. 50 uL, de cada fragdo, foram incubados por 10 min. a
37°C em meio de reagdo contendo Imidazol-HC1 25 mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT
1mM, KC1 60 mM e MgCl, 4 mM. A reagdo foi iniciada com ATP 1 mM e interrompida
com adic@o de solugdo de dosagem. O P; liberado foi dosado pelo método Heinonen &
Lahtti (1981).

4 4. Efeito de Imidazol na atividade Mg*" da fragdo V2

As fragdes E1 e E2 foram obtidas usando altas concentragdes de imidazol. Para
verificar a interferéncia de alta concentragdo de Imidazol na atividade Mg”>"-ATP4sica da
fragdo V2, foi conduzido ensaio em meio de reagdo com acréscimo de Imidazol 1M, pH80e

2 M, pH 7,2 (Fig. 14), notando-se uma inibigdio consideravel da atividade enzimatica de V2.
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Figura 14. Efeito de Imidazol na atividade Mg?*-ATPisica da fracio V2. 50
pL, da fragiio V2, foram incubados por 10 min a 37°C em meio de reagdo contendo
Imidazol-HC125 mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT 1mM, KC160 mM e MgCl, 5 mM
mais Imidazol 1 ou 2 M, conforme indicado (IM e 2M). A reagio foi iniciada com
ATP 1 mM e interrompida com adigdo de solucdo de dosagem. O P; liberado foi
dosado pelo método Heinonen & Latthi (1981).

4.5. Didlise de EI e E2

Os ensaios para a interferéncia de alta concentragio de imidazol mostraram que a
fracdo V2, a qual apresenta os polipeptideos de 160 e 54 kDa, foi razoavelmente inibida. Para
minimizar o efeito da alta concentragdo de imidazol nas fragdes E1 e E2, amostras destes
foram dialisadas contra tampdo Tris-HCl. A figura 15 mostra atividade Mg®"-ATPésica

comparativa de E1 e E2 antes e apds dialise.
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Figura 15. Efeito da dialise na Atividade Mg”* -ATPisica, dos eluatos da coluna de
Blue-Sepharose. As fragdes foram dialisadas por 3 h contra tampdo Tris-HC1 20 mM,
EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM. Onde EID ¢ E2D sdo as amostras dialisadas. 50 uL, de cada
fragdo, foram incubados por 10 mm. a 37°C em meio de reagiio contendo Imidazol-HCI 25
mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT 1mM, KCI 60 mM ¢ MgCl, 4 mM. A reagdo foi iniciada
com ATP 1 mM e interrompida com adigio de solugdo de dosagem. O P; liberado foi
dosado pelo método Heinonen & Lahtti (1981).

Uma vez tendo realizado dialise para diminuir a interferéncia de imidazol nos ensaios

de atividade Mg*"-ATPasica de E1 e E2, amostras dos mesmos foram dialisados juntas ou

separadas, sendo os dados obtidos apresentados na figura 16.
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Figura 16. Efeito da dialise na Atividade Mg -ATPisica para a associacao dos
eluatos da coluna de Blue-Sepharose. As fragdes foram dialisadas por 3 h contra
tampdo Tris-HCI 20 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM; juntas (J) ou separadas (S) nas
mesmas proporgdes. 50 ul, de cada fragdio, foram incubados por 10 min. a 37°C em
meio de reagdio contendo Imidazol-HC1 25 mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT 1mM, KC1 60
mM e MgCl, 4 mM. A reagdo foi iniciada com ATP 1 mM e interrompida com adigdo de
solugdio de dosagem. O P; liberado foi dosado pelo método Heinonen & Lahtti (1981).
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5. DISCUSSAO

Usando o protocolo descrito por Pinheiro (2001), obtivemos uma fracao ATPase (V2)
com um perfil em gel SDS-PAGE semelhante a fragio ATPase “flow through” de Q-
Sepharose (FT/Q) obtida por Pinheiro. A fragio V2, em SDS-PAGE, mostrou a presenga de
varios polipeptideos, inclusive os dois principais polipeptideos de 160 e 54 kDa densamente
corados (Fig. 10), assim como foi observado por Pinheiro em sua fragdo ATPase. V2 também
apresentou uma atividade Mg”—ATPésica especifica proxima ao valor obtido para a fragdo
FT/Q.

A aplicagdo de V2 em coluna de Blue-Sepharose mostrou a retengdo dos dois
principais polipeptideos, que aparecem densamente corados em SDS-PAGE e que foram
citados como possiveis responsdveis pela atividade Mg’"-ATPésica da fragdo por ela
estudada. Os mesmos foram recuperados mediante 0 uso de alta concentragdo de imidazol
(Fig. 11). A fragdo E1 eluida com imidazol 1 M, contendo o polipeptideo de 160 kDa mostrou
auséncia do polipeptideo de 54 kDa, que apareceu isolado na fragdio E2 eluida com imidazol
2,5 M, e também livre da presenga do polipeptideo de 160 kDa (Fig. 11), mostrando uma
nitida separagdo dos dois polipeptideos com 0 uso de coluna Blue-Sepharose. Nos ensaios
para E1 e E2 ndo foi detectada atividade Mg”"-ATPasica relacionado com a presenca desses
polipeptideos.

A determinagio da atividade total foi utilizada como um dado comparativo da retengdo
da atividade ATPase presente na fragdo aplicada (V2) e a atividade recuperada na fragdo V3.
Notou-se que a atividade ATPasica total, da fragio ATPase investigada, permaneceu quase
que inteiramente na fragdo V3, com recuperagdo de cerca de 90% da atividade Mg’ '-
ATPisica (Fig. 12). E como visto na figura 11, na fragdo V3 ndo foi detectada a presenca dos
polipeptideos de 160 e 54 kDa. O fato de ter ocorrido recuperagdo de uma fragdo consideravel

da atividade total da fragio V2 em V3, ndo implica em auséncia de atividade em E1 ou E2,
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visto que a fragdo V2 consistia de uma fracdo contendo varios outros polipeptideos que
aparecem fracamente corados em gel.

A auséncia de atividade ATPasica pelos polipeptideos poderia estar ocorrendo por
necessitar de suas interacdes para expressdo de atividade ATPésica como sugeriu Pinheiro
(2001). Com a perspectiva de que a auséncia de atividade ATPasica, para 0s polipeptideos,
estivesse ocorrendo devido a necessidade de interagdo dos mesmos para expressio de
atividade, foi conduzido ensaio com associagdo das fragdes E1 e E2 para observar o efeito da
interagdo dos polipeptideos (Fig. 13). A associagéo das fragdes mostrou ser insuficiente no
restabelecimento de alguma atividade ATPisica e, quando confrontados com a condigdo de
ndo associagdo, observou-se uma atividade menor para a associagdo de E1 e E2.

As elevadas concentracdes de imidazol sob as quais os polipeptideos foram
recuperados poderiam estar influenciando na expressio de atividade. Tal suposi¢do, levou-nos
a condugdo de ensaio para verificar a influéncia de alta concentragdo de imidazol na atividade
Mg’ "-ATPésica da fragdo V2. Foi conduzido ensaio (Fig. 14), usando imidazol nas
concentragdes de 1 ou 2 M. Os resultados, para o efeito de imidazol na fragdo V2, mostraram
perda de atividade enzimatica em meio 2 alta concentragdo de Imidazol, com uma redugdo de
cerca de 40% da atividade para 1 M de imidazol e cerca de 60% para 2M.

Na tentativa de minimizar o efeito de alta concentragdo de imidazol nas fragdes El e
E2, foi realizada didlise com amostras de E1 e E2 isolados ou associados. Os ensaios de
atividlade Mg®"-ATPéasica mostraram ser a dislise insuficiente no restabelecimento de
atividade ATP4sica pelos polipeptideos, P160 e P54, embora tenha sido possivel observar um
leve aumento nos valores das atividades dos polipeptideos ap6s dialise, em comparagdo com a
condigdo de ndo dialisados (Fig. 15). Visto também que El e E2 dialisados juntos, ou a

associagdo de E1 e E2 apos diélise, expressaram valores menores de atividade.
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6. CONCLUSAO
Os resultados obtidos sugerem fortemente que os polipeptideos de 160 e 54 kDa nao

s30 os responsaveis pela atividade ATPasica da fragdo ATPase caracterizada por Pinheiro

(2001).
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