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ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADP Adenosina 5’-difosfato

AMP Adenosina 5°-monofosfato

ATP Adenosina 5’-trifosfato

ATPase Adenosina trifosfatase

BSA Soro albumina bovina

CaM Calmodulina

CTP Citidina 5’ -trifosfato

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EGTA Etileno glicol-‘bis (B-amipoetil éter)
N,N,N’ N’-4cido tetracético

GTP Guanosina-5’-trifosfato

kDa Kilodaitons

P; Ortofosfato inorganico

PP; Pirofosfato

SDS Dodecil sulfato de sodio (Lauril sulfato)

B ™

Tris (Trizma-basc) Tris(hidroximetil)aminometano

TTP Timidina 5’-trifosfato

uUTP Uridina 5’ -trifosfato



RESUMO

ATPases sdo enzimas que hidrolisam o ATP, liberando energia pard realizagdo de
diversos trabathos celulares. Buscamos caraclerizar uma fracdo enrigquecida em atividade
ATPasica obtida de glandula parétida de rato. O homogeneizado de glandulas foi centrifugado
a 40.000g/40° ¢ 0 sobrenadanie congelado a —20 °C. Apos descongelamento, 4 fragio foi
novamenie  centrifugada  nas mesmas  condicdes, sendo O precipitado resultanie
homogengizado em tampdo contendo NaCl 0,5 M e centrifugado nessas condigOes. A fragdo
precipitada apresentou alia atividade Mg” -ATPasica {fragdo ATPase). Verificamos cm gel
SDS-PAGE dois polipeptideos principais, um com 205 kDa ¢ outro de ~45 kDa. Nossa
fragio apresentou uma baixa atividade K/EDTA-ATPasica ¢ atividade Ca?™-ATPasica
similar & Mg -ATPasica. Nio foi observada estimulagdo  por Ca’® nem por
Ca’*/Calmodulina. inibidores de ATPases como vanadato, fluoreto de aluminio € azida ndo
apresentaram substancial alteragdo na atividade Mg®'-ATPasica da fragdo. Contudo, Triton X-
100 inibiu totaimente a atividade de nossa fracio ATPase. Verificamos que a fragdo hidrolisa
tanto ATP quanio GTP ¢ possui atividade ADPasica cerca de meiade da ATPasica. Esses
resultados sugerem a auséncia de miosinas, cinesinas ¢ dincinas, podendo tratar-ce de uma E-
NTPase.

Palavras-chave: ATPase, parOtida, Tato
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1. INTRODUCAO

Energia ¢ um fator fundamental para o desenvolvimento ¢ manutengdo da vida. A vida
celular depende de movimento, trabalho realizado devido ao dispéndio de energia armazenada
em moléculas como a de adenosina trifosfato (ATP). Enzimas que hidrolisam o fosfato
terminal (y) da molécula de ATP ¢ usam a energia liberada nesse processo para a realizacdo
de trabalho celular sdo denominadas ATPases. A contragdo muscular, o batimento de cilios ¢
flagelos, o transporte de organelas ¢ de vesiculas, emissio de pseudopodes em amebas.
fagocitose, migragdo de cromossomos na divisio celular e citocinese sdo alguns exemplos do
papel desempenhado pelas ATPases celulares (CLARKE & SPUDICK. 1977; ENDOW &
TITUS. 1992; HIROKAWA. 1998; KARCHER et al.. 2002).

Além das ATPases. ha outras proteinas fundamentais na motilidade celular. Diversos
tipos de filamentos de proteinas formam uma malha tridimensional que se estende pelo
citoplasma da célula, visivel ao microscopio eletrdnico. o citoesqueleto. que corresponde aos
trithos por onde as cargas sdo transportadas. Estes [ilamentos citoplasmaticos sdo de s
tipos: microfilamentos de actina, microttbulos ¢ filamentos intermediarios, que se diferem em
espessura (de 6 a 22 nm), composi¢do ¢ fungdo. porém todos promovem estruluragdo ¢

organizagdo do citoplasma e modelam a célula. Os microfilamentos de actina (de 6 a 7 nm de
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didgmetro) sdo formados pela polimerizagdo de mondmeros de actina, uma proteina globular
de aproximadamente 43 kDa, enquanto que os microtubulos (~22 nm de didmetro) sdo
polimeros de tubulinas « e B, que possuem cerca de 54 kDa. Os filamentos intermediarios
apresentam didmetros intermediarios (de 8 a 10 nm) entre filamentos de actina ¢
microtabulos, € sdo formados por diferentes tipos de proteinas monoméricas. Todos estes
filamentos ndo sdo estruturas permanentes, sofrendo constantes desmontagens nas suas
subunidades monoméricas e novas reorganizagdes em filamentos, assim como sua localizag@o
celular também ndo € fixa (NELSON & COX, 2000).

A miosina Il de masculo (miosina convencional) acopla a quebra do ATP a0 processo
de contragio muscular através da interagdo com filamentos de actina (HUXLEY, 1969).
Outras enzimas como cinesina ¢ dineina acoplam a quebra do ATP aos processos de
transporte de vesiculas no interior celular, através da interagfo com microtibulos, bem como
a movimentacdo de cilios e flagelos (HIROKAWA, 1998; VALE, 1999; VALE, 2003,
SCHLIWA & WOEHLKE, 2003). A Na'/K'-ATPase que ¢ uma proteina integral de
membrana utiliza a energia da hidrolise para o transporte de Na" e K" através da membrana
celular (LINGREL & KUNTZWELER, 1994; WOO et al., 1999).

Um outro grupo de enzimas hidrolisam tanto o fosfato y como o B do ATP, mas elas
ndo usam a energia liberada para realizar trabalho. Essas enzimas sdo referidas como E-
NTPases ¢ apresentam distribui¢do ubiqua em seres eucariotos (PLESNER, 1995). Segundo
Komoszynski e Wojtczak (1996), estas enzimas ¢stdo relacionadas aos processos fisiologicos
egulados por ATP e/ou ADP como neurotransmissdo, agregagio plaquetdria, regulagdo da
pressdo sanguinea, permeabilidade de membranas celulares € também na reciclagem de
nucleotideos. A maior parte das E-NTPases identificadas até¢ o momento também sdo
proteinas integrais de membrana, mas parece que alguns membros desse grupo de enzimas
s3o solaveis (ZIMMERMANN, 1999).

ATP difosfohidrolase (apirase, ATPDase) € uma enzima que catalisa a conversdo de
nucleotideos di ¢ trifosfatos a monofosfato e fosfato inorgdnico na presenga de Ca’ ou Mg*
(WINK et al., 2000). Todavia, a purificagdo das E-NTPases ¢ dificultada pela sua co-
purificagio com outras proteinas, inibicio da atividade enzimatica por detergentes que
normalmente solubilizam proteinas ligadas a membrana, como Triton X-100, sua baixa
concentragdo, além da falta de especificidade de substrato ¢ cations bivalentes (PLESNER,
1995).

Miosina, cinesina e dineina, constituem a principal familia de enzimas denominadas

de motores moleculares, sendo as principais ATPases soluveis (MERMALL et al., 1998;



HIROKAWA, 1998; VALE, 1999). Atualmente sio conhecidas 18 classes de miosinas, dez
diferentes classes de cinesinas e duas classes de dineinas (SCHLIWA & WOEHLKE, 2003).
Os motores moleculares, assim como outras ATPases, requerem cations bivalentes para sua
atividade. Existem enzimas que utilizam o ion célcio para sua atividade Ca®'-ATPasica e
outras 0 fon magnésio para atividade Mg’ -ATPasica. As miosinas (€m a caracteristica propria
de exibir, além destas, uma alta atividade na presenga de KC1 (0,6 M) e auséncia de cations
bivalenies (atividade K'/EDTA-ATPasica) (PFOLLARD, 1982). A Figura 1 ilustra exemplos

de membros comuns da familia dos motores moleculares.

Figura 1: Representagio dos principais motores moleculares. a. Miosina I1; b.
Cinesina convencional; e. Dinefna ciliar. As ilustragBes acima mostram
micrografias elctronicas de alta resolugdo. Dominios motores estio em amarelo,
proteinas associadas em marrom € dominios espiralados estdo representados por
linhas pretas paralelas (extraido de Schiiwa & Woehlke, 2003).

Ca’*-ATPases, presentes tanto na membrana plasmdtica como em sistemas
membranosos intracelulares, estdo envolvidas na regulagdo intracelular de calcio (MARiN et
al., 1999; CARAFOLI, 2002). Ca*'-ATPase de membrana plasmatica € constituida por uma
anica cadeia polipeptidica de ~134 kDa, com dominio de ligagdo a calmodulina na
extremidade C-terminal (CARAFOLI, 1997).

O complexo Ca?'/calmodulina estimula a atividade de ATPases como miosinas (1 e V)
e Ca*'-ATPases (ESPINDOLA et al., 1992).

Existem alguns agenles como o vanadato, azida, alta forga ionica, fluoreto de aluminio
¢ Triton que podem inibir diferentemente estes tipos de atividade, o que pode servir de apoio
para a caracterizagdo de ATPases quanto aos diversos tipos.

Estas enzimas comumente utilizam 0 ATP como substrato, mas outros nucleotideos

trifosfato como o GTP, TTP, UTP, CTP também podem ser hidrolisados. Por exemplo, as



cinesinas e dineinas axonemais utilizam preferencialmente o ATP, ja a dineina citoplasmatica
hidrolisa mais o GTP, TTP, UTP, CTP ¢ enquanto as dinaminas hidrolisam especificamente 0
GTP. A dinamina ¢ uma GTPase envolvida em processos de endocitose mediadas por clatrina
¢ reciclagem de vesiculas sindpticas (SCHMID et al, 1998). As dinaminas possuem
propriedades mecanoquimicas utilizadas para “tubular” ¢ separar membranas, € t€m sido
implicadas em muitos processos envolvendo actina-membrana. Possuem um dominio GTPase
amino-terminal, um dominio PH (pleckstrin homology) que liga lipidios fosfatidilinositol, o
qual promove a ligagdo com membranas, e um dominio carboxi-terminal rico em
prolina/arginina (PRD) que direciona a ligagdo aos dominios SH3 (Src homology-3) de
muitas proteinas associadas com actina (ORTH & MCNIVEN, 2003).

A F,F,-ATP sintase sintetiza ATP a partir de ADP ¢ fosfato, utilizando um gradiente
eletroquimico transmembrénico (BOYER, 1997). E constituida por dois complexos protéicos:
F, integrado & membrana ¢ um complexo F; ligado a ele. Sendo que o complexo F quando
isolado do F,, age exclusivamente hidrolisando o ATP, uma ATPase tipo F (REYNAFARIJE
& PEDERSEN, 1996; WEBER & SENIOR, 1997).

1.1. MIOSINAS

Miosinas constituem uma superfamilia de proteinas motoras que S¢ 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, que fazem parte do citoesqueleto, geralmente estdo associados com a
miosina, que juntos s&0 responsaveis por uma séric de movimentos celulares.

Além da miosina I, que é encontrada em células musculares e ndo musculares
(KORN & HAMMER, 1988), varios outros tipos de miosinas sdo encontrados em células
nio-musculares, assim como a miosina 1IA e a miosina 1IB, expressas em cérebro de
vertebrados (SIMONS et al., 1991). Uma proteina ligante de actina € com atividade ATPasica
caracteristica de miosina de musculo, mas com peso molecular inferior e constituida por um
anico dominio globular, foi isolada inicialmente de dcanthamoeba (POLLARD & KORN,
1973). Posteriormente, enzimas similares a essa foram enconiradas em Dictyostelium (COTE
et al, 1985) ¢ microvilosidades intestinais de vertebrados (COLLINS & BORYSENKO,

1984). As segiiéncias de aminoacidos na regifio N-terminal dessas proteinas apresentam alta



homologia entre si € com miosina II. Tais enzimas de cabega unica foram denominadas de
miosinas ndo convencionais ou miosina 1 (HAMMER, 1991). Em virtude da grande
diversidade destas miosinas a classificagdo em apenas dois grupos: miosina I ¢ II, ndo era
adequada. Uma comparagdo detalhada da seqiiéncia de aminoacidos dos dominios cabegas
nas miosinas levou a conclusdo de que essas proteinas deveriam ser agrupadas em varias
classes distintas (ESPREAFICO et al., 1992; MOOSEKER, 1993).

Durante as ultimas décadas tem sido encontradas inGmeras proteinas com
caracteristicas de miosinas, por vez as miosinas estdo, atualmente, sistcmatizadas em 18
classes, baseadas em andlises filogenéticas de sequiéncias de dominio cabega localizada na
por¢do amino terminal do polipeptideo (CHENEY & MOOSEKER, 1992; HASSON &
MOOSEKER, 1996; THOMPSON & LANGFORD, 2002). A Figura 2 mostra as diferentes
classes de miosinas atualmente conhecidas. Algumas dessas ATPases ja se enconiram
bioquimicamente bem caracterizadas como as miosinas I, 1I, V ¢ VI (HASSON &
MOOSEKER, 1996; SELLERS, 2000).

A primeira proteina motora a ser descoberta nesta familia foi a miosina de musculo,
também denominada miosina da classe Il ou miosina convencional. Os membros dessa classe
s%o enzimas hexaméricas compostas por duas cadeias pesadas de massa entre 171¢244kDace
dois pares de cadeias leves (SELLERS, 2000). As miosinas sdo enzimas que se caracterizam
por apresentarem trés subdominios funcionais: um dominio N-terminal globular (denominado
cabega, ou dominio motor), que pode ligar-se a actina, hidrolisar o ATP e translocar-se ao
longo deste filamento; um dominio pescogo (ou regulatério), que se¢ constitui de uma
seqiiéncia ligante de cadeias leves ou calmodulina, formando os motivos 1Q, € por ltimo uma
regido C-terminal (dominio cauda) disposto em a-hélice (CHENEY & MOOSEKER, 1992;
SELLERS, 2000). O dominio cauda da miosina 11 tem capacidade de interagir com caudas de

outras moléculas de miosinas para formar filamentos bipolares (SELLERS, 2000).



43 Tivaraencs

—_

Figura 2: Arvore filogenética baseada no alinhamento de 139 membros da superfamilia das miosinas
(extraido de Hodge & Cope, 2000).

Os motivos 1Q, localizados entre o dominio motor € 0 dominio cauda, servem como
sitio ligante de calmodulina nas miosinas ndo convencionais de vertebrados. Esses podem
variar de zero a seis nas diferentes classes de miosinas (HASSON & MOOSEKER, 1996;
SELLERS, 2000). A regido C-terminal, que ¢ especifica para cada classe de miosina
(MERMALL et al.,, 1998), pode atuar como “ancora” para o posicionamento do dominio
cabeca na interagdo com actina. Essa regido também parece ter fungdo regulatoria e/ou de
direcionamento da miosina com sua carga (CHENEY & MOOSEKER, 1992; HASSON &
MOSSEKER, 1996; MERMALL et al., 1998). Alguns dos motivos responsaveis por estas
fungdes, como dominios SH3 (Src homology-3), dominios GAP (GTPase-activating protein),
dominios FERM (band 4.1 protein, ezrin, radixin, moesin) ¢ dominios PH (pleckstrin
homology) podem ser encontrados na regido da cauda de miosinas (SELLERS, 2000; INOUE
& IKEBE, 2003). Uma molécula de miosina V esta representada na figura 3, com a
visualizagio das cadeias leves essenciais (ELCs), moléculas de calmodulina ligadas no

dominio pescogo e o dominio cauda regulatério.
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Figura 3: Representagdo da molécuta de miosina V. Em destaque o dominio motor (azul escuro).
as cadeias leves, com moléculas de calmodulina ligadas a0s motivos 1Q (azul claro) e a regido de
cadeias pesadas em a-hélice com o dominio cauda (litas), que promove a interaco da miosina

com sua carga. Figura construida a partir de analises por difracdo de raio X, colorida de forma
diferente para ilustrar as cadeias € 0 preenchimento das estruturas (extraido de Vale, 2003).

Além da contracao muscular, a familia das miosinas esta envolvida em varias outras
{ungdes celulares como crescimento € desenvolvimento celular, divisdo celular, no transporte
de organclas € de RNA mensageiro, exocitose, endocitose, diferenciagdo de leucocitos,
manutengdo da arquiictura celular ¢ transdugdo de sinal (MERMALL ¢t al., 1998; WU et al.,
2000). Alieragdes da atividade destes mOIOres muitas vezes podem levar a desordens
neuroldgicas ¢ fneurossensoriais (HASSON & MOOSEKER, 1997; LANGFORD &
MOLYNEAUX, 1998). Diferentes {ungdes celulares exercidas  pelas miosinas estdo
representadas na Figura 4, em uma ¢élula imagindria, como 0 papel da miosina I na
endocitose, fagocitose ou exocitose (4, 6, 7, 9), no transporte de vesiculas de melanossomos,

reticulo endoplasmatico liso ou RNA por miosina V (8,10, 11, 12).
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Figura 4: Representagdo das diferentes fungoes celulares das miosinas:
endocitose. transporte de RNA, fagocitose, transporte de vesiculas,
exocitose, etc (modificado de Mermall et al., 1998).

As miosinas também apresentam €omo caracleristica a capacidade de terem suas
atividades mecanoguimicas reguladas pela presenga de certas substancias (COZELMAN &
MOOSEKER, 1987). Fluoreto de aluminio, por formar um complexo com ADP, adquirindo
estrutura semethante ao fosfato y do ATP, pode ter efeito inibitério na atividade Mg”' -
ATPasica desses motores moleculares (TROULLIER et al., 1992; FACANHA &
OKOROKOVA-FACANHA, 2002). Vanadato, por possuir estrutura analoga a do fosfato do
ATP, pode, em concentiragdes elevadas, inibir a atividade Mgz*-ATPésica de miosina I de
musculo, bem como de miosina 1 (COZELMAN & MOOSEKER, 1987). As miosinas
apresentam Ccomo carater diagnostico a expressdo de uma alta atividade ATPdsica em
solugdes contendo elevadas concentragdes de potassio ¢ na auséncia de cations bivalentes,
pela presenca de EDTA (atividade K'/EDTA-ATPdsica) (COZELMAN & MOOSEKER,
1987).

Miosinas I, constituidas por cadeia pesada unica de 110 a 140 kDa, apresentam aita

atividade especifica Cal'-ATPasica e K'/EDTA-ATPasica, quando comparadas & atividade



Mg” -ATPasica {(COZELMAN & MOOSEKER, 1987; BARYLKO et al., 1992). A atividade
Mg -ATPésica na presenga de actina € estimulada por Ca* em concentragdes de 5 a 10 tM,
e tanto na presenga de Ca?t como Mg ndo hd especificidade para nucieotideos irifosfatos
como ATP, GTP, UTP, CTP e ITP (COZELMAN & MOOSEKER, 1987). As miosinas 11
apresentam atividade K7/EDTA-ATPasica, mas sio mais ativas como Ca’"-ATPases,
apresentando baixa atividade Mg® -ATPasica, estimulada por actina (MARUTA & KORN,
1977).

Larson et al. (1988) descreveu originalmente a miosina V como uma proieina de 190
kDa ligante de calmodulina, presente ¢m preparagbes  de actomiosina de cérebro,
apresentando atividade Mg’ -ATPasica na presenga de actina comparavel a atividade das
miosinas 1, porém a miosina V se liga mais fortemente a actina, sendo ativada mesmo por
baixas conceniragdes da mesma (NASCIMENTO et al.,, 1996). Entretanto, no trabatho de
Espindofa et al. (1992), a miosina V ndo apresentou atividade K'/EDTA-ATPasica
consideravel, sendo sua atividade Mg? -ATPasica na presenca de actina estimulada por Ca™' e

Ca*'/calmodulina.

1.2. CINESINAS

O iransporie intracelular € fundamental para a morfogénese ¢ funcionamento celular.
Proteinas motoras podem transportar cargas para deslinos particulares no citoplasma por
simultanea ligagdo com outras macromoléculas, como membranas, complexos de proteinas ou
ouiros filamentos. As cinesinas consiituem uma superfamilia de ATPases associadas a
microtiibulos e hidrolisam 0 ATP usando um centro catalitico altamente conservado, sendo
sua atividade ATPasica estimulada por microtabuios (SABLIN, 2000). Cinesina convencional
{oi identificada a partir de axoplasma de lula ¢ cérebro de mamifero como proteinas que
geram movimento baseado em microtibulos in viiro, por Vale et al. (1985).

O dominio motor das cinesinas & dividido em duas partes. O nicleo catalitico globular
¢é conservado por toda a superfamilia ¢ sua estrutura (erciaria tem sido concluida. O dominio
pescogo, adjacente a0 nacleo catalitico, € conservado apenas em certas classes de cinesinas ¢
parcce {rabalhar em conjunio com © ntcleo catalitico na produgdo de movimento. Além do
dominio motor, muitas cinesinas possuem um  longo dominio espiralado de a-hélice,

denominado haste. Um dominio globular € geralmente presenic nd exiremidade deste dominio
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espiralado, a cauda, que liga cadeias leves e 0 motor & sua cargad especiiica (VALE &
FLETTERICK, 1997). A cinesina isolada de varios tecidos é geralmenie um {etramero (02P2)
que consiste de duas cadeias o pesadas € duas P leves. As cadeias pesadas possuemn enire 110-

1
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000). As duas cadeias leves possuem cerca de 64 kDa cada (VALE et al., 1985). Seqiiéncias

[\

conservadas no Jominio cauda podem estar envolvidas na geragdo de uma conformagdo
dobrada, auto-inibida &/ou na conexdv com a cargad (COY ctal, 1999; SEILER et al., 2000).
A Figura 5 representa uma molécula de cinesina com © dominio cabega, a por¢do helicoidal
da cadeia pesada € 0 dominio cauda com as cadeias leves aderidas a ele.

Dominio cabe¢a Cadeias leves

f_A__\ Espiral enrolada

Dominio
cauda

Figura S: Cinesina convencional, evidenciando as cadeias pesadas com 0 dominio cabega
(azul escuro), dominio cauda (lilas) que faz o acoplamento com a carga, € as cadeias leves
(verde). 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).

Descobertas recentes indicam que as cinesinas constiiuem uma {amilia diversa de
proieinas (HIROKAWA, 1998). Além do membro descrito anteriormente, que € uma proteina
{etramérica, exisiem membros que sao monomeéricos e tambem, Com diversos outros tpos de
estrulura quaterndria. Fnquanto d cinesina de cé€rebro descoberta iniciaimente possui ©
dominio motor na exiremidade N-terminal (tipo N), alguns membros dessa familia
apreseniam 0 dominio motor na extremidade C-terminal (tipo C) ¢ outros apreseniam esse
dominio no meio da molécula (tipo M). Alguns membros da familia das cinesinas realizam
movimento para a extremidade (+) dos microtabulos (movimento anierogrado, em diregdo a
periferia da célula), enquanto outros realizam o transporic para a exiremidade (-) de
microtabulos  (algumas do tipo ©) (HIROKAWA, 1998; SABLIN, 2000). Cinesinas
convencionais de metazoarios estdo envolvidas no transporte de varios tipos de cargas

incluindo mitocOndria,  1isossomo, reticulo endoplasmatico, complexo  de Goilgi,
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melanossomos; na divisdo celular ¢ dindmica de microtibulos (HIROKAWA, 1998; HARA et
ai., 2000).

As cinesinas (ém sua atividade Mg’ "-ATPésica estimulada na  presenga de
microtabulos, entretanio na auséncia desies apresentam uma alividade Ca*"-ATPasica mais
elevada (KUZNETSOV & GELFAND, 1986; KACHAR et al., 1987). Na presenga de alia
for¢a i0nica ¢ N-ctilmaleimida, as cinesinas (ém sua atividade Mg’ -ATPasica inibida
(KACHAR ¢t al., 1987), bem como na presenga de inibidores de movimento como vanadato €
AMP-PNP, as cinesinas apresentam diminuicdo de sua atividade ATPasica (COHN et al.,
1987). Pode-se citar como uma das caracleristicas das cinesinas, [renie a inibidores
especificos, o fato de ligarem-se {ortementie a microtdbulos na presenga de AMP-PNP
(VALE, 1987). As cadeias leves de cinesinas (KLCs) podem regular a atividade ATPasica das
cadeias pesadas (KHCs), a qual ¢ maior em KHCs isoladas que quando complexadas com

KLCs (HIROKAWA, 1998).

1.3. DINEINAS

Dineina foi originalmente identificada como uma ATPase geradora de forga para o
batimenio de citios e {lagelos em T etrahymena cilia (GIBBONS & ROWE, 1965), ¢ a dineina
citoplasmatica foi descoberta depois como um motor direcionado a extremidade () do
microtabulo, em células ndo citiadas (PASCHAL et al., 1987). A forma citoplasmaiica da
dineina, isolada inicialmente de tecido cerebral, foi considerada como o motor molecular
responsavel pelo transporte axonal retrogrado de organelas, bem como o {ransporte centripeto
de endossomos, lisossomos e clementos do compiexo de Golgi nas células em geral. Esta
familia de motores moleculares enconira-se amplamente distribuida na natureza (PASCHAL
& VALLEE, 1987). Dineina axonemal e ciloplasmatica sao morfologicamente similares,
sendo a forma citoplasmatica relacionada, mas ndo idéntica a dineina axonemal
(HOLZBAUR & VALLEE, 1994), ¢ ambas sdo capazes de conduzir o deslizamento de
microtabulos in virro (PASCHAL, et al., 1987).

A dineina citoplasmatica, isolada de cérebro bovino, € composia de duas cadelas

pesadas de cerca de 532 kDa, trés cadeias intermedidrias de 74 kDa e quairo cadeias leves de
59, 57, 55 ¢ 53 kDa (PASCHAL & VALLEE, 1987). Dineina citoplasmatica, dineina

flagelar ¢ ciliar possuem uma regido refativamente conservada, a cabega, envolvida na
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produgdo de forga ao fongo de microtibulos (VALLEE et al.,, 1988). Um complexo de
subunidades protéicas, denominado dinactina, € requerido para a maioria das atividades
mediadas por dineina e fornece indicios da diversidade funcional dessas moléculas (KARKI
& HOLZBAUR, 1999). A Figura 6 ilustra uma molécula de dineina citoplasmatica, as
cadeias pesadas com 08 dominios motores globulares, as cadeias intermedidrias ligadas as

cadeias pesadas, cadeias leves € cadeias intermediarias liganies de dinacting.

Cadeia pesada

Cadeia intermedidria Cadeias leves

Cadeia intermedidria
ligante de dinactina

Figura 6: Dineina citoplasmética, evidenciando as cadeias pesadas {azul escuro). cadeias
intermediarias, cadeias leves ¢ cadcias intermediarias ligantes de dinactina (verde).
Figura construida 2 partir de andlise por difracdo de raio X, colorida de forma diferente
para ilustrar as cadeias e o preenchimento das estruturas {extraido de Vale, 2003).

Embora dinefna hidrolise outros nucleotideos trifosfato, apenas a atividade ATPasica
¢ estimulada por microtdbulos € suporta movimento (PASCHAL ¢t al., 1987). Em contraste
com outras dineinas, a enzima de cérebro hidrolisa CTP, TTP ¢ GTP em taxas mais alias que
ATP (SHPETNER et al,, 1988). A dineina citoplasmatica ndo mantém o transporte baseado
em microtabulos por nucleotideos diferentes de ATP, sua atividade ATPasica ¢ alicrada na
presenga de detergenie ionico € requer cations bivalentes, sendo maior na presenga de Mg
do que Ca’" (SHPETNER ¢t al., 1988). Dineina citoplasmaiica, na presenga de Triton X-100,

um detergenie ndo idnico, ndo sofre inibi¢do de sua atividade ATPasica, entretanto Triton X-
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160 pode estimular a atividade ATPasica de outras dineinas (GiBBONS & FRONK, 1979).
Dineina de cérebro tem sua atividade ATPasica inibida na presenga de baixas concentragdes
de vanadato e a atividade estimulada por microtabulos ¢ extremamente sensivel a mudangas

de forga idnica e agentes redutores, como DTT 1 mM (SHPETNER et al., 1988).

1.4. E-NTPASES

Estas enzimas, também denominadas ecio-ATPases, eclo-apirases ou E-ATPases,
hidrolisam nucleotideos trifosfato ou tanto nucleotideos di e trifosfato, apresentando
distribui¢io ubiqua em seres eucariotos (PLESNER, 1995; KACZMAREK ¢t al., 1996). As
E-NTPases sio [undamentais em alguns processos fisiologicos onde ATP e/ou ADP estdo
envolvidos, como neurotransmissdo, agregagao plaquetaria, regulagdo da pressdo sanguinea,
permeabilidade de membranas celulares ¢ transporte de macromoléculas ¢ também na
reciclagem de nucleotideos, reguiando as atividades de 5’-nucleotidase ¢ adenilato ciclase
(KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996).

De acordo com suas propriedades cataliticas, a familia das E-NTPases pode ser
dividida em ectonucleotideo-difosfohidrolases (ecto-ATPDases), que hidrolisam nucleotideos
i 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 {ransmembrana, contudo alguns membros sdo
proteinas solaveis. A proteina ndo glicosilada apresenta em {orno de 55 kDa, enquanto a
glicosilada possui entre 70 ¢ 80 kDa (ZIMMERMANN, 1999). A glicosilagdo ¢ necessaria
para a oligomerizagio das E-NTPases ¢ para 4 atividade enzimatica, que diminui com a
remogio do agucar da molécula (SMITH et al., 1997). Estas enzimas apresentam uma
seqiiéncia aliamenie conservada denominada ACR “regifio conservada de apirase” (HANDA
& GUIDOTI, 1996).

Nem todos os membros da familia de E-N1Pases sdo ecto-enzimas. Existem varios
membros solGveis destas enzimas (HANDA & GUIDOTTI, 1996; SMITH et al., 1997). As E-
NTPases humanas CD39L2 e CD39L4 apresentam algumas caracteristicas de proteinas
soliveis (ZIMMERMANN, 1999). Outras formas solaveis de E-NTPases de mamiferos
podem ser excreiadas apos estimulagdo da inervagio simpatica como demonsirado por

Todorov et al. (1997).
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A inibigdo por azida de 10 a 20 mM ¢ usada como critério para distinguir as ecto-
ATPDases das ecio-ATPases, sendo as primeiras inibidas pelo composto. Porém outras E-
NTPases, como a purificada de oviduio de galinha, pode ndo sofrer inibi¢do de sua atividade
Ca’* ou Mg**-ATPasica, na presenga de inibidores de ATPases de membrana como azida
(KNOWLES & NAGY, 1999). Assim também, na presenga de Triton X-100 as E-NTPases

podem ndo sofrer inibi¢do de sua atividade ATPasica (SMITH et al., 1997).

1.5. ESTUDOS PRELIMINARES

Nosso taboratorio tem se dedicado & caracterizaglo de ATPases como uma abordagem
preliminar para identificar motores moleculares em tecidos de mamiferos. Obiivemos em
estudos recentes, fragdes enriquecidas em atividade ATPasica a partir de cérebro de raio
(SOARES MELO, 2003; DIAS, 2003; PINHEIRO, 2001). Uma nova fragdio ATPase foi
obtida a partir de glandula parétida de rato, a qual procuramos caracierizar quanto a aigumas

propriedades que nos permitem identiifica-la.

1.6. OBJETIVO

Caractericar a fragdo ATPase parcialmente purificada a partir da fragdo solavel

congelada de glandula parotida de rato.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. REAGENTES

Os reagentes ATP, Trizma-base, imidazol, EDTA, EGTA, DTT, inibidores de
proleases, sacarose, acrilamida, glicina, cloreto de potassio, ortovanadato de sodio ¢

pirofosfato tetrasodico foram obtidos da Sigma®. Os demais reagenles usados sd0 de grau

analitico.

2.2. PREPARACAO DA FRACAO ATPASE

Ratos Wistar adultos foram anestesiados com &ter e sacrificados, sendo as glandulas
parotidas :mediatamente removidas, lavadas em solugdo de KCl 150 mM, em seguida
colocadas em tampao de extragao (imidazol 20 mM pH 7,5 contendo Sacarose 250 mM,
EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, DTT 0,5 mM, Aprotinina 1%, Benzamidina 1 mM,

Calpastatina 1 pL/mL), fatiadas com tesoura © homogeneizadas manualmente em



- 16 -

homogeneizador de vidro tipo Potter, Pyrex®. O malerial homogeneizado obtido foi
centrifugado a 40.000xg durante 40 minutos a 4 °C em centrifuga Sigma® 3K30. O precipitado
(P1) foi descartado ¢ a [ragdo protéica solavel S1 foi congelada a 20 °C por
aproximadamente dois meses. Apos descongelamento, €ssa fragio foi novamente centrifugada
a 40.000,g durante 40 minutos a 4 °C, sendo 0 sobrenadanie S2 mantido para posteriores
analises enquanto a {ragdo precipitada P2 ressuspendida em 4 mL de tampdo imidazol 20 mM
pH 8,0, EDTA 2 mM e DTT 1 mM contendo NaCl 0,5 M ¢ uma novd cenirifugagdo foi
realizada a 40.000xg durante 40 minutos a 4 °C. A fragdo 33 obtida foi mantida para analises
posteriores ¢ a fragdio protéica precipitada P3 foi ressuspendida em 2 mL de tampdo T,

denominada fragdo ATPase.

2.3. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM

DODECIL SULFATO DE sopio (SDS-PAGE)

O perfil de polipeptideos das fragoes protéicas foi analisado em SDS-PAGE usando 0
sistema descontinuo de Laemmli & Frave (1973) ¢ o sistema de placas empregado por Studier
(1973).

Os mini-géis foram preparados a 8% de acrilamida. Os géis foram montados entre
placas de vidro ¢ alumina de 10 x 7.5 X 0,06 cm.

As amostras protéicas foram preparadas adicionando-se 90 pL de amostra a 10 pL de
tampao Tris 187 mM pH 6,8 contendo B-mercaploetanol 28,8 mM, SDS 6%, EDTA 6 mM pH
7,5, Glicerol 27,6% e azul de bromofenol 0,05 g. Antes da aplicagdo, as amostras foram
colocadas em agua em ebuligdo por 2 minutos.

Utilizando micro-seringa de vidro Hamilton®, as amostras foram aplicadas ao gel,
devidamente montado em cuba Hoefer® SE 250. A separagdo eletroforética dos polipeptideos
foi conduzida em tampdo Tris 25 mM pH 8,5, EDTA 2 mM, Glicina 0,2 M, SDS 2,5 mM, sob
corrente constante de 30 mA e 200 V utilizando fonte Bio-Rad® Power Pac 1000. Os géis
foram corados com Coomassie Brilhant blue-R 0.125% em metanol 50% e acido acético 10%
e descorados em solugdo de metanol 10% e acido acético 12,5%.

O padrio SDS-6H Sigma®, cadeia pesada de Miosina 11, 205 kDa, B-Galactosidase,
116 kDa. Fosforilase-b, 97,4 kDa, Albumina bovina, 66 kDa, Ovoalbumina, 45 kDa e
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Anidrase carbonica, 29 kDa, foi utilizado para comparar o deslocamento dos polipeptideos no

gel.

7.4. DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentragdo protéica das amostras foi determinada segundo 0 método quantitativo
de Bradford (1976).

O volume de 20 pL das fragOes obtidas durante O preparo da fragdo ATPase foi
adicionado a 80 pL de H,O Milli-Q em tubos de ensaio. A cada tubo foram adicionados 3 mL
de solug@o de Bradford (Coomassic blue G-250 0,01% em etanol 4,7% ¢ éacido fosforico
8,5%). As reagdes foram realizadas em duplicatas ¢ a absorbancia foi medida em
espectrofoldmetro Hitachi® U-2000 a luz visivel em 595 nm, usando cubetas de acrilico,
sendo lavadas com alcool (80%) € agua Milli-Q.

Paralelamente a dosagem protéica das fragOes, uma curva padrio de dosagem de
soroalbumina bovina (BSA) foi preparada. A curva ¢ linear enire 0 ¢ 30 pg de BSA. A
concentragio de proteinas em mg/mL das amostras foi determinada a partir de calculos de
regressdo linear bascados nos valores obtidos a partir da curva-padrio. Observando que para

cada dosagem de proteina fez-s€ uma nova curva padrio.

»5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE  ADENOSINA

TRIFOSFATASICA

A dosagem coloriméirica do ortofosfato inorganico liberado durante a reagdo de
hidrolise do substrato foi realizada segundo 0 método de Heinonen & Lahti (1981).

A cada tubo de ensaio foram adicionados 40 pb. do meio de reagao imidazol 25 mM
pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCl 60 mM contendo MgClz 4 mM ou CaCl, 2 mM para
dosagem da atividade Mg -ATPasica ou a2 -ATPasica, respectivamente. O meio de reagdo
imidazol 25 mM pH 7.5; DTT 1 mM, EDTA 1 mM contendo KCl1 60 ou 600 mM, foi
utilizado para dosagem da atividade K /EDTA-ATPasica.
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Volumes pré-determinados de amosiras das fragdes protéicas foram adicionados aos
{ubos e o volume final de 200 ulL foi completado com adi¢do de H20 Milli-Q.

A reagdo foi iniciada com adigio do respectivo nucleotideo substrato (conceniragdo
final de 1 mM), seguida de incubagdo a 37 °C durante 10 a 15 minutos. Apos este iempo, a
reagdo foi interrompida com adicdo de 2 mL de solugdo de dosagem AAM (acetona 100%,
molibdato de amonio 10 mM ¢ acido sulfurico 5 N numa propor¢do de 2:1:1,
respectivamente) € submetida a agitagdo. Apos 15 segundos, 200 puL de acido citrico 1 M
foram adicionados mantendo-s¢ a agitagdo por mais 10 segundos. Foram preparadas reag0es
controle para cada amosira, nas quais a incubagdo se procedeu sem a adicdo de subsirato, O
qual foi adicionado imediatamente antes de interromper a reagdo com solug@o de dosagem.

As reagdes foram realizadas em duplicata ¢ a absorbancia medida em 355 nm em
espectrofotdometro Hitachi® U-2000, utilizando cubetas de quarizo. Paralelamente foi feito
uma curva padrio de ortofosfato inorginico, que ¢ linear entre 0 € 250 nmols de ortofosfato.
A quantidade de ortofosfato das amostras {(€m nmols) foi determinada a partir de calculos de
regressdo linear baseados nos valores obtidos a partir da curva-padrdo. Sendo feita uma curva
padrdo para cada dosagem de fosfato.

A atividade especifica das amosiras foi expressa em nmols de fosfato inorganico (Pi)
por mg de proteina por minuto. Sendo a atividade total para cada amostra O produio de sua

atividade especifica pela quantidade de proteina total da amostra.
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3. RESULTADOS

3.1. PREPARACAO DA FRACAO ATPASE

A dosagem protéica de cada fragdo foi determinada como descrito em material e
métodos, utilizando como padrdo uma curva plotada com diferentes concentragdes de BSA,
linear entre O e 30 pg (Figura 7A). Para a determinagdo da atividade ATPésica de cada fragdo
foi dosada a quantidade de fosfato inorganico liberado na reagéo de hidrélise do substrato, €
calculado pela regressdo linear da curva de P; (Figura 7B).

A preparagdo feita a partir do fracionamento do homogeneizado de glandulas
par6tidas de rato para a obtengdo da fragdo ATPase foi analisada em SDS-PAGE, a fim de
observar o perfil eletroforético dos polipeptideos (Figura 8). Observa-se uma maior

quantidade de um polipeptideo de aproximadamente 205 kDa e um polipeptideo bem definido
com cerca de 45 kDa.
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Figura 7: Exemplos de curvas padrdes para dosagem de proteinas e de atividade
ATPasica. As respectivas equagdes e coeficientes de linearidade estdo represeitados. (A)
Curva padrio de soroalbumina bovina (BSA). (B) Curva padrdo de ortofosfato inorganico

P).
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Figura 8: SDS-PAGE da preparagio da fracdo ATPase. Gel de poliacrilamida a 8%.
Foram aplicados 6,7 pg do sobrenadante da primeira centrifugagfo (S1); 5 pg do precipitado
da segunda centrifugacdo (P2); 12 ng do sobrenadante da segunda centrifugacéo (S2); 5.5 g
do precipitado da terceira centrifugacdo (P3 — fragdo ATPase); 5,2 pg do sobrenadante da
terceira centrifugacgdo (S3). P — Padrao SDS 6H.

A fragdo P3, denominada fragdo ATPase, apresentou alta atividade ATPasica
especifica (480,2 + 110,7 nmols de P/mg/min. # = 5), com uma purificagdo de mais de oito

vezes em relagdo a fragdo S1 (Tabela 1).

Tabela 1: Purificacio da fracdo ATPase.
A atividade foi determinada pela adigdo de 50 ul das amostras ao meio de reagdo imidazol 25
mM pH 7.5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM contendo MgCl, 4 mM. A reagdo foi
iniciada pela adigdo de ATP 1 mM, incubada a 37 °C durante 10 minutos e interrompida pela
adicdo de 2 mL de solugdo de dosagem. A dosagem nratéica das fragdes foi feita como citado
em material e métodos.

Proteinas  Proteina Total  Atividade Total  Atividade Especifica  Purificacdo  Rendimento

N

YTACE0 (mgimi) (me) (nmols P/min)  (nmols P/me/min) (%) (%)
st 1.83 69,48 3448 56,7+ 162 1,00 100,00
s2 1,58 53,73 2135 39.5+3,0 0.70 77,33
P2 0,58 2.33 782 3346+ 16,4 5.90 3,35
$3 0,37 0,84 76 85.8+ 41,6 1,51 1.21

P3 0,32 0,69 269 480,2 + 110,7 8,47 1.00




3.2. ATIVIDADE K'/EDTA-ATPASICA

A atividade K/EDTA-ATPésica é usada como uma maneira de caracterizar a
atividade especifica de miosinas, que em meio livre de cations bivalentes apresentam alia
atividade ATPésica em presenga de altas concentragdes de potdssio. A fragdo ATPase foi
incubada em meio sem cétions bivalentes na presenga de KC1 60 ou 600 mM.

A atividade detectada na fracdo A'TPase apresentou-se em torno de 13% da atividade

Mg’ -ATPasica (Figura 9).
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Figura 9: Dosagem da atividade vig e K'/EDTA-ATPasica. A atividade Mg2+-A'fPésica
foi determinada em meio de reacdo imidazol 25 mM pH 7.5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM. KCl
60 mM, contendo MgCl, 4 mM. Para determinagidc da atividade K /EDTA-ATPasica, a
fracdo ATPase foi incubada a 37 °C durante 15 minutos em meio de reagdo imidazol 25 mM
pH 7,5, DTT | mM, EDTA | mM, contendo KC! 60 ou 600 mM. conforme indicado. A
reacdo foi iniciada com a adi¢do de ATP 1 mM e interrompida pela adi¢do de 2 mL de
solugdo de dosagem. Estes experimentos foram realizados 4 vezes.



3.3. ATIVIDADE Mg?*-ATPAsICA E Ca’"-ATPASICA

A atividade Ca’ -ATPasica da fragdo ATPase aprescntou-se pouco elevada e nfo
significativamente superior a observada na presenga de magnésio, considerando-as similares

entre si (Figura 10}.
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Figura 10: Dosagem da atividade MgH—ATPésica e Car*-ATPasica. Adicionou-se 20 b
da respectiva fragdo ATPase ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7.5, DTT | mM, EDTA
1 mM, KCl 60 mM contendo MgCls 4 mM ou CaCl, 2 mM como indicado. A reagdo foi
iniciada pela adi¢do de ATP 1 mM, incubada a 37 °C durante 15 minutos e interrompida pela
adic@o de 2 mL de solugdo de dosagem. Estes experimentos foram realizados 4 vezes.
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3.4. EFEITO DE CALCIO E Ca?"/CALMODULINA NA ATIVIDADE
Mg* -ATPASICA

.. 2- P . .

A atividade Mg~ -ATPésica foi caracterizada na presenga de Ca’ e do complexo
Ca“'/calmodulina, sendo que algumas ATPases tém sua atividade estimulada por tais
e . L sk i N~ 2+ N ) ~ oo ) . -~
compostos, como miosinas e Ca™ -ATPases. Contudo néo foi observada nenhuma estimulagdo

por tais compostos (Figura 11).
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Figura 11: Efeito de Ca’" ¢ Calmedulina na Atividade Mg**~-ATPésica. Adicionou-se 20
uL da fracdo ATPase ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7,5, DTT | mM, EDTA 1 mM.
KCl 60 mM contendo MgCl- 4 mM e onde indicado CaCl, 2 mM e calmodulina {(CaM) 1
ng/mL. A reacéo foi iniciada pela adi¢do de ATP 1 mM. incubada a 37 °C durante 13 minutos
¢ interrompida pela adigio de 2 mL de solugdo de dosagem. Estes experimentos foram
realizados 4 vezes.
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3.5. EFEITO DE VANADATO DE SODIO SOBRE A ATIVIDADE Mg**-
ATPAsICA

s PN , . £ I | £ 2= arrns - - (S8 4

Realizou-se a dosagem da  atividade Mg™ -ATPésica na presena diferenies
concentragdes de vanadaio de sodio, que ¢ esiruturalmente similar ao fosfato do ATP ¢ tem
agdo inibitdria sobre diversas ATPases. Nossa {ragdo ndo apreseniou uma inibi¢do relevanie.

sendo inibida em apenas 5% para vanadato 200 uM e I mM (Figura 12).
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Figura 12: Efeito de vanadato de sodio sobre a atividade Mg**-ATPasica. Adicionou-se
20 pL da fragdo ATPase ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7.5. DTT 1 mM, EDTA |
mM, KC1 60 mM contendo MgCl, 4 mM e vanadato de sodio nas concentragdes indicadas. A
reagdo foi iniciada pela adicao de ATP 1 mM. incubada a 37 °C durante 15 minutos e
interrompida pela adi¢do de 2 mL de solugdio de dosagem.
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3.6. EFEITO DE FLUORETO DE ALUMINIO NA ATIVIDADE Mg*'-

ATPASICA

A atividade Mg~ -ATPasica [oi dosada na presenc¢a de {luoreto de aluminio, um
inibidor de varias enzimas que catalisam a hidrolise de nucleotideos, em concentragdes de 0.5

mM ¢ 2,5 mM. Praticamente nenhuma inibigdo foi observada na atividade Mg -ATPasica

(Figura 13).
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Figura 13: Efeito de fluoreio de aluminio sobre a atividade Mg -ATPasica. 20 uL da
fracdo ATPase foram adicionados ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM.
EDTA 1 mM, KCi 60 mM contendo MgCl, 4 mM e AlF; 0,5 mM e 2.5 mM onde indicado. A
reagdo foi iniciada pela adigdo de ATP 1 mM. incubada a 37 °C durante 15 minutos €
interrompida pela adigdo de 2 mL de solugdo de dosagem.




3.7. EFEITO DE TRITON X-100 E AZIDA SODICA SOBRE A
ATIVIDADE Mg*"-ATPASICA

Quando a atividade Mgz‘-AT Pasica da [ragdo ATPase foi dosada na presenca de
Triton X-100 0.2%, um detergente nao-idnico, observou-se que foi totalmente inibida. Porém

na presenga de azida sodica 1T mM verificou-se que ndo ocorreram alteragdes significativas

(Figura 14).
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Figura 14: Efeito de Triton X-100 e azida sodica sobre a atividade Mg®*-ATPasica. 20
ul da fragdo ATPase foram adicionados ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7.5. DTT 1
mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM contendo MgCls 4 mM. Triton X-100 0,2% ¢ Azida 1 mM
foram adicionados conforme indicado. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de ATP I mM,
incubada a 37 °C durante 15 minutos ¢ interrompida pela adigdo de 2 mL de solugdo de
dosagem.
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3.8. ESPECIFICIDADE DE SUBSTRATO

Verificou-se a capacidade de hidrofise de outros nucieotideos pela fragdo ATPase.

1 1 1 R PRINESS IS DU o . Pl al s} n AN nN 4 ~ 1 . a
sendo dosadas as atividades frente a GTP. ADP. AMP ou PP; em concentragdes de 1 mM. A
fragio ATPase apresentou uma atividade Mg  -GTPasica praticamenie igual & atividade
Mg  -ATPasica, uma atividade Mg~ -ADPasica de cerca de metade da atividade de hidrolise

I+ - . . ~ . . . . . PR e
de Mg~ -ATP ¢ frente a AMP ¢ PPj ndo foi observada substancial atividade (Figura 15).
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Figura 15: Especificidade de substrato. Adicionou-se 20 uL da fracdo ATPase ao meio de
reagdo imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM. EDTA 1 mM, KCIl 60 mM contendo MgCl- 4
mM. A reagdo foi iniciada com a adigdo do respectivo substrato a 1 mM, incubada a 37 °C
durante 15 minutos e interrompida pela adigio de 2 mL de solugdo de dosagem. Estes
experimentos foramn realizados + vezes.




229 -

Foi realizada a dosagem da competigdo por substrato, sendo a atividade Mg -
ATPasica acrescida de cerca de 14% quando em presenga de GTP ou ADP 1 mM. e [rente a

AMP 1 mM a atividade Mg® -ATPasica se manteve (Figura 10).
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Figura 16: Efeito de diferentes nucleotideos na atividade Mg* -ATPasica. 20 uL da fragéo
ATPase foram adicionados ao meio de reagdo imidazol 25 mM pH 7.3. DTT I mM. EDTA 1
mM, KC1 60 mM contendo MgCl, 4 mM. A reacdo foi iniciada pela adigdo de ATP e de GTP,
ADP ou AMP nas concentragdes finais de 1 mM, incubada a 37 °C durante 15 minutos ¢
interrompida pela adi¢do de 2 mL de solugdo de dosagem.
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4. DISCUSSAO

Levando-se a cargo que ATPases motoras ¢ citoesqueleto podem desempenhar um
importante papel na exocitose das células da glandula pardtida. procuramos identificar
membros que possam estar envolvidos nesse processo. Obtivemos no presente trabatho uma
nova fragdo enriquecida em atividade ATPésica a partir de glandula pardtida de raio.

Verificou-se nessa {ragdo a presenga de dois principais polipeptideos. um de alia
massa molecular, com mobilidade relativa semethante & cadeia pesada de miosina 1l, 205
kDa, e outro com massa molecular de aproximadamente 45 kDa. que pode corresponder a
actina.

Nossa fragdo ATPase apresenta uma alta atividade de hidrélise de ATP e conseqliente
liberag@o de P em presenca de MgCl, (4 mM). Esta alta atividade ndo era significativamente
diminuida mesmo apo0s cerca de dois meses de congelamento da fragdo soluvel inicial (S1), a
—20 °C, a qual mostrou-se menor quando se congelava a glandula integra nesta temperatura.
Com isso especulou-se que o congelamento do tecido intacto, devido a formacdo de pequenos
cristais ¢ espiculas de gelo, quando descongelado permitia a liberagdo de proteases antes
compartimentalizadas em lisossomos. Apesar da presenga de inibidores de proteases.

observou-se queda da atividade ATPasica das fragdes.
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Foram realizados cinco experimentos, os quais mostraram resultados similares ¢
condizentes apesar do alto valor do desvio padrdo obtido para as atividades especificas das

amostras. Tal fato se deve aos diferentes tempos de congelamento de cada amostra de {ragdo
soliivel do homogencizado de glandulas (S1) ¢ dos diferentes tempos gastos em vada
experimento até a realizagdo da dosagem da atividade ¢ de proteinas.

Vale ressaltar que a dosagem da atividade ATPasica de cada fragdo ¢ a caraclerizagdo
da fracdo ATPase foi realizada em meio de reagdo contendo EDTA 1 mM, no intuito de
quelar cations bivalentes que poderiam estar presentes como contaminanies no ibo de

dosagem da atividade, usando-se entdo um excesso de cations de inieresse nesia dosagem.

permitem a distingdo entre diferentes grupos. Uma caracteristica das miosinas ¢ sua alta
atividade na presenga de KCl ¢ auséncia de cdtions bivalentes. A atividade K /EDTA-
ATPasica foi dosada utilizando KC! 60 ou 600 mM, sendo 0 EDTA 1 mM usado para quelar

cations bivalentes. Foi usado KCl em baixa concentragdo como controle. Uma baixa atividade

T e A 2L Y L A ST e e o 1, 1 ’ P aa 2+
K /EDTA-ATPasica foi observada na fra¢do, correspondendo a 13% da atividade Mg™ -
ATPasica. Um resultado similar foi apresentado por Espindola et al. {(1992). em que sua

vy

fragdo de miosina V mostrou baixa atividade K /EDTA-ATPasica. ndo tipica de miosinas.
Contudo, Nascimenio et al. (1996) mostrou que a miosina V de cerebro apresenta atividade
ATPasica elevada em presenga de KCI 600 mM ¢ auséncia de cdtions bivalentes. Tais
comportamentos distintos, portanto, ndo nos permite comparar estd atividade de nossa [Tagae
com miosina V.

Segundo Maruta e Korn (1977), as miosinas 1 apresentam atividade K'/EDTA-
ATPasica, mas sdo mals alivas como Ca~ -ATPases, apresentando baixa atividade Mgzﬂ
ATPasica que ¢ estimulada por actina. A presente fragdo ATPase apresentou, além de baixa
alividade K'/EDTA-ATPésica, uma atividade em presenga de C & pralicamenie simifar a
atividade Mg%-ATPésica. Cinesina possui uma atividade Ca? -ATPasica mais elevada que a
Mgz'-AT?ésica na auséneia de microtabutos (KUZNETSOV & GELFAND, 1986). coniudo
nfo se pode inferir a auséncia de microtibulos em nossa fragdo ATPase. Este fato também
contrasta com a caracteristica da dineina citoplasmatica. cuja atividade ¢ maior na presenca de
Mg do que Ca’  (SHPETNER ct al., 1988). ATP difusfohidrolase apresenta atividade
ATPasica ¢ ADPésica tanto em presenga de Mg® quanio de C a*'. A fragdo ATPase também
apresenia comportamento distinto de miosinas; miosinas 1 e I apresentam atividade Ca -
ATPéasica maior que a atividade Mg~ -ATPasica (MARUTA & KORN, 1977; CONZELMAN

& MOOSEKER, 1987), além de apresentarem alta atividade K'/EDTA-ATPasica.



Foram [eitos ensaios para se verificar o efeito de cdlcio e calmodulina na atividade
Mg" -ATPasica de nossa fragdo, contudo ndo foi observada estimulagdo por Ca® nem peto
complexo Ca®'/Calmodulina. Este complexo estimula algumas miosinas, como [ e V. ¢ C a -
ATPases (ESPINDOLA et al.. 1992: NASCIMENTO et al., 1996).

A presenga de vanadato de sodio ¢ fluoreto de aluminio no ensaio mostra o fato de
nossa fracdo ser insensivel a esses inibidores. Vanadato ¢ um inibidor ndo seletivo de
ATPases que ciclam por meio de um intermedidrio fosforilado. inibindo miosina 1I de
musculo, miosina 1 (CONZELMAN & MOOSEKER, 1987), cinesinas (COHN et al., 1997) ¢
ATPases tipo P, como Na /K'-ATPase ¢ Ca’ -ATPase (CANTLEY et al.. 1978: CARAFOLI,
1991). Fluoreto de aluminio tem alta afinidade para os sitios ligantes de nuclectideos de
algumas ATPases motoras. Sendo um analogo do fosfato v do ATP, age como um competidor
pelos sitios de hidrolise dos motores molecular . Sendo assim, a enzima responsavel pela
atividade de hidrolise de nucleotideos em nossa [ragdo provavelmenie ndo seja estas
supracitadas, ja que nenhuma inibigdo substancial por tais compostos foi verificada na {ragdo
A'TPase.

Nossa {ra¢do tem sua atividade Mg~ -ATPasica totalmente inibida por Triton X-100
0.2%, um detergente ndo idnico, O ue sugere uma possivel interferéncia nas interagdes
quimicas entre grupamentos dentro da cadeia polipeptidica, enire subunidades, ou entre

.

proieinas distintas, que interferem na atividade ATPasica da enzima em questdo. Algumas

0/ n 100

cclo-ATPases solaveis ndo sdo inibidas por Triton X-100 1% (SMITH et al., 1997).

~—

Niio foi observada nenhuma alteragdo significativa na atividade AT Pasica em presenga
de azida sodica 1 mM, que tem efeito inibitdrio sobre a atividade Mg -ATPésica de Fy-

ATPase. Ecto-ATPDases sdo caracierizadas por hidrolisarem nucleotideos  trifosfatos ¢

difosfatos ¢ serem inibidas por azida 10 a 20 mM, ao contrario das ecto-ATPases que
Hidrolisam somente nucleotideos trifosfatos ¢ ndo sdo inibidas por azida (PLESNER, 1995).
Knowles & Nagy (1999) relataram uma ecto-ATPDasc d ¢ oviduto de galinha que sofre pouca
inibi¢do de sua atividade Mg~ -ATPasica ¢ C a2 -ATPasica por azida 20 mM. Todavia a baixa
concentragdo do composto utilizado em nosso estudo ndo permite uma comparagac com lais
relatos.

Verilicou-se uma alta atividade GTPasica em presenga de NMg', similar & atividade
ATPasica, sugerindo uma inespecificidade por substrato, coma ocorre com dineina
ciloplasmatica. A possivel presenga de alguma GTPase, como dinamina co-purificada com
alguma ATPase, ¢ desconsiderada quando ndo se observa um sinergismo de atividade de

hidrolise em presenga de ATP ¢ GTP (Figura 16). Entretanto, dineina citoplasmatica tem sua
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atividade Mg® -ATPasica maior do que a Ca” -ATPasica (SHPETNER et al., 1988) ¢ ndo
sofre inibi¢do por Triton X-100 (GIBBONS & FRONK, 1979). Foi também observada uma
significativa atividade ADPésica (57%). Observou-se um pequeno acréscimo na atividade
ATPasica {14%) quando adicionado GTP ou ADP 1 mM, ¢ nenhuma alteragdo da taxa de
hidrolise do ATP em presenga de AMP 1 mM, sugerindo que ndo ha competi¢do pelo sitio
catalitico.

Recentemente em nosso laboratorio, Soares Melo (2003) obteve uma fragdo ATPase a
partir do congelamento de citosol de cérebro de rato, por método semethante ao descrito no
presente trabatho, que apresentou trés principais polipeptideos (205 kDa. 37 kDa ¢ 45 kDa),
perfil similar & nossa fragdo ATPase. A fracio ATPase de cérebro de rato apresentou uma
marcagdo com anticorpo anti-miosina V numa banda polipeptidica de alto peso molecular.
semelhante & miosina V. No tratamento da {fragdo protéica precipitada que deu origem a
fragdo ATPase de cérebro com Triton X-100 0.2%. verificou-se¢ a solubilizagdo
principalmente do polipeptideo de 57 kDa, porém a atividade ATPésica da fragdo ATPase foi
fortemente  inibida, resultado  também  verificado na  presente fra¢do  A'lPase.
Coincidentemente, nossa fragio apresentou outras propriedades similares as observadas para a
fracio de cérebro de rato (SOARES MELO. 2003). Tal fragdo tamb€ém ndo aprescnicu
atividade K /EDTA-ATPéasica significativa nem estimulacdo por Ca*" ou por Ca’'/CaM na
atividade Mgz*—AT Pasica, apesar de ser rica em miosina V. N&o foi verificada também
inibigio substancial por vanadato, fluoreto de aluminio ou azida. Essa [ragdo também
hidrolisou ADP ¢ GTP em cerca de metade da atividade ATPasica. Essa inespecificidade por
substrato também foi observada no presente trabalho. Estes fatos indicam que os métodos
utilizados na preparagdo de [ragdo ATPase a partir do congelamento de citosol do tecido
podem levar & purificagio ¢ identificagdo de alguma ATPase comum para cérebro ¢ glandula
parOtida de rato.

A presente fragdo ATPase se trata de uma fragdo protéica precipitada. © que dificulta
alguns processos para purificd-la, como cromatografias. Assim, experimentos foram
realizados procurando solubiliza-la, nos quais a fracio P3 foi incubada com ATP 10 mM,
buscando sua ligagdo em algum sitio de hidrdlise ou que provoque mudanga de conformagdo,
levando a uma solubilizagdo. Todavia, ndo detectamos atividade ATPasica substancial na
fra¢do solGvel resultante apos a centrifugagdo (S4). permanecendo na (Tagdo precipitada (P4)
(resultados ndo mostrados).

Os resultados indicam, portanio, que o polipeptideo de alto peso observado bastante

denso no gel pode ndo corresponder a miosina 11, ou no caso de sua presenga. ¢la ndc ¢ a
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responsavel pela atividade de nossa fragdo ATPase. Assim também, a fracdo ATPase
apresentou propriedades distintas de outras miosinas, cinesinas e dineinas. Provavelmente a
enzima responsavel pela atividade ATPésica da presente fragio parcialmente purificada seja
um membro da familia das E-NTPases. Estas proteinas ndo glicosiladas apresentam cerca de
55 kDa, ¢ entre 70 ¢ 80 kDa quando tém agiicar na molécula (ZIMMERMANN, 1999).
Contudo, € necessaria a intensificagdo da purificagio desta fragdo e caraclerizagles mais
refinadas para que suas propriedades possam ser mais elucidadas, confirmando os presentes

resuitados.




5. CONCLUSAO

Verificamos que a fragdo ATPase obtida no presente trabalho apresenta caracteristicas
de alguma enzima da familia das E-NTPases, principalmente por ter sua atividade inibida

{otalmente por Triton X-100. apresentar atividade ATPasica em presenga de Mg® e Ca®' e

v

por ndo apresentar especificidade por um substrato, hidrolisando tanto nucleotideos trifosfato

como difosfato.

Contudo. as técnicas de purificagdo dessa fragdo necessitam ser otimizadas, bem como
10vos ensaios de caracterizagdo e ensaios com anticorpos (Western Blot) devem ser
realizados para permitir conclusdes mais precisas em relagdo & identidade da A'TPase

parcialmente purificada nesse trabalho.
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