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RESUMO

Os resultados deste trabalho mostram a comparagdo de ensaios com cérebro bovino
submetidos a 3 condigdes, mantendo o PH 8,0 acrescentado ou nao pirofosfato 100 mM
e alterando o pH para 9,0. Foi homogeneizado cerca de 1 g de cérebro em 10 mL de
tampéo de extragdo. O homogeneizado foi centri fugado a 45.000 x g durante 40 minutos
a4°C. A fragdo S1, dos trés ensaios foi aplicada em coluna Q-Sepharose. Para
amostras com pH 8,0 obtivemos uma retengdo de grande niimero de polipeptidios e
conseqilentemente protefna, juntamente com polipeptidio com mobilidade em SDS
semelhante 4 miosina V. Nos eluatos com NaCl 250 mM observamos dentre outros o
polipeptidio de interesse com pequena atividade ATP4sica que ndo ¢ recuperada apos
didlise. Ao passo que polipeptidio em torno de 83, 31, 30 € 23 kDa Jjuntamente com
outros de 43 e 47 kDa sio evidentes nos eluatos com 500 mM de NaCl, sem atividade
Mg**-ATPisica. O ensaio com PH 9,0 obteve similar perfil em SDS-PAGE, contudo
houve pouca retengdo de proteinas e os eluatos com 250 mM de NaCl mesmo tendo um
polipeptidio com peso molecular igual a miosina V, ndio foj verificado atividade
ATPssica. Se tratando do ensaio com pH 8,0 e pirofosfato houve pouca retengfio de
polipeptidios. Neste caso apenas os eluatos com 500 mM de NaCl obtiveram resultados
expressivos e similares aos dois ensaios anteriores, salve as excegdes dos polipeptidios
em torno de 66 e 43 kDa. O elyatos do ensaio com pH 8,0 e pirofosfato ndo obtiveram
atividade, como se era esperado. No caso do ensaio com PH 9,0 foi reaplicado o void
novamente em coluna Q-sepharose obtendo quase completa retengfio de proteinas e
atividade nula, com concomitante retencio do polipeptidio com motilidade similar a

miosina V.

Palavras-chave: ATPase, Miosina-V, Q-sepharose
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1. INTRODUCAO

A vida celular possui iniimeras estruturas que sdo responsdveis pela manutengio das
fungdes celulares, estas proporcionam respiragdo, produgio de secreghes, no caso de células
secretoras além de granulos de glicogénio, ATP, horménios como aceticolina, e mediadores
como AMPc, enfim uma infinidade de compartimentos destinados a desempenharem fungdes
especificas e de vital importancia para o desenvolvimento e manuten¢do da vida.

Dentre estas inimeras estruturas temos os motores moleculares que nada mais sdo que
mdquinas biologicas que desempenham uma fungdo importante para o meio celular. Isto
porque substancias ou organelas que sdo produzidas ou sintetizadas em certos locais is vezes
t€m que atravessar um grande percurso relativo ao tamanho celular até o local de acdo.
Percurso este que se processaria por difusdo e que sendo assim retardaria a resposta e estimulo
a ser desempenhado pela célula como organismo {inico ou como unidade de algo maior,
individuo multicelular (TIEDGE et al., 2001).

Dentre os motores moleculares temos, as miosinas, as cinesinas e as dineinas (Figura
1), cada qual com uma especificidade aparente e caracteristica muito peculiares. Até pouco
tempo atras achava-se que as “cargas transportadas™ pelos mesmos se baseavam em organelas

membranosas, hoje sabe-se que estes podem transportar complexos de proteinas, de 4cido



nucléicos e uma infinidade de outras estruturas presentes no interior da célula (KARCHER et
al., 2002).

As subdivisGes desses motores moleculares se baseia em 10 diferentes familias de
cinesinas, 2 grupos de dineinas e por 18 classes de miosinas diferentes em alguns aspectos.
Mas todos possuem uma divisdo estrutural em 2 partes denominadas de dominio motor ligado
ao citoesqueleto e responsével pela conversdo da energia quimica em movimento, seguindo
por uma estrutura molecular que fica incumbida de se ligar a “carga transportada”. Sendo esta
ainda pode-se desempenhar algum papel regulador no motor (KARCHER et al., 2002;
SCHLIWA & WOEHLKE, 2003).
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Figura 1: Trés tipos de motores moleculares, evidenciando a similaridades
das estruturas dos dominios. (Extraido KENT L. HILL)

A energia para 0 movimento se baseia na hidrolise do ATP com concomitante
mudanga de conformagiio ¢ conversio de energia quimica em movimento através de um
aparato ou “trilho” (SCHLIWA & WOEHLKE, 2003), que dependendo do motor pode ser
filamentos de actina ou microtibulos, como as miosinas e as dineinas ou cinesinas
respectivamente (TIEDGE et al., 2001). Aspectos que hoje também tém trazido algumas
mudangas devido a vasta intera¢do entre os motores moleculares aos dois tipos de filamentos,
temos por exemplo o caso da miosina VI que pode interagir com microtabulos ou a cinesinas
MKLP1 com filamentos de actina (SCHLIWA & WOEHLKE, 2003).

As cargas transportadas como dito anteriormente podem variar entre intimeras
estruturas que tanto podem ligar diretamente ao transportador, como também através de
diferentes dominios de ligagdo, por intermédio de proteinas ou biomoléculas especificas
(Figura 2) (KARCHER et al,, 2002),
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Figura 2: Motores moleculares utilizando diferentes dominios de ligago,
Jjuntamente com o auxilio de outras proteinas. Em A ¢ B: cinesinas; C ¢ D-
dineinas; E e F: miosina. (Extraido de KARCHER, R. L. et al 2002)

Os motores moleculares utilizam o ATP como fonte de energia quimica ¢ sdo
denominadas ATPases. Eles hidrolisam o ATP em ADP ¢ fosfato inorgénico utilizando a
energia liberada em diferentes processos celulares como a contragio muscular, o transporte de
ions através de membranas, o batimento de cilios e flagelos e o préprio movimento das
vesiculas celulares (KOMOSZYNSK] & WOIT CZAK, 1996; VALE & GOLDSTEIN, 1990;
SCHLIWA & WOEHLKE, 2003).

Algumas ATPases sdo proteinas integrais de membrana, enquanto outras sdo soltveis

¢ participam de movimentos ao longo do citoesqueleto (MERMALL et al, 1998;
HIROKAWA, 1998).



1.1. MIOSINA

Dentre os motores moleculares, destacamos a familia das miosinas que constituem
proteinas motoras dependentes do citoesqueleto de actina. As miosinas foram descobertas
como proteina de misculo, porém estudos de genética e biologia molecular tem revelado uma
diversa familia de miosinas que possuem um dominio motor comum. Sabemos hoje que, das

18 classes de miosina identificadas (Figura 3), 3 ja foram isoladas de cérebro, sendo elas as

miosinas de classe I, Il e V (Figura 4).
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Figura 3: Arvore filogenética da distribuigdo das diferentes classes de miosina
baseada na seqiiéncia do dominio cabeca (extraido de MERMAL et al., 1998)
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Figura 4: Os trés tipos de miosina isoladas em cérebro (extraido de ITIODGE & COPE 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 0 ATP e translocar-se ao longo de filamentos de actina; um
dominio pescogo (ou regulatério), que se constitui de uma seqiiéncia ligante de calmodulina
e/ou cadeias leves, que geralmente sio pequenas, acidas € membros da familia de proteinas
ligantes de Ca®*, formando os motivos IQ, esses podem variar de zero a seis nas diferentes
classes de miosinas. Por ultimo uma regido C-terminal (dominio cauda) disposto em o-hélice
com capacidade de interagir com caudas de outras moléculas de miosinas para formar
filamentos bipolares (HASSON & MOOSEKER, 1996; SELLERS, 2000).

A regido C-terminal, que € especifica para cada classe de miosina (MERMALL et al,
1998), pode atuar como “4ncora” para o posicionamento do dominio cabeca na interagio com
actina. Essa regido também parece ter funcdo regulatéria e/ou de direcionamento da miosina
com sua carga (HASSON & MOSSEKER, 1996; MERMALL et al., 1998).

As miosinas estio relacionadas a uma infinidade de fungdes celulares tais como
transporte de vesiculas de melanossomas ou RNA no caso das miosina V, endo ou exocitose
ou fagocitose se tratando das miosina I (Figura 5) (HASSON & MOSSEKER, 1996;
MERMALL et al., 1998).



s
. A
F T B
¥
Bsrohtvies, Reve e
"o g
s Y »2
P i >
i ATBS SERAESBINLy
o R
AT Mool
q BowsSER
) ;
H "'glﬁ 9
§ o Exceytoss

10 Frm s

g

‘3 b W

e ]
Soneitia spa
E & Buham: s

1
TGRS Presss
4 ey

Figura 5: Fungdes potenciais desempenhadas pelas diversas classes de miosinas.
(extraido de MERMAL, V. et al 1998)

As miosinas do tipo II foram definidas como convencionais, enquanto os outros tipos
sdo coletivamente referidos como ndo-convencionais (TITUS, 1997). Todas as classes
identificadas sdo empiricamente definidas com base na comparagdo da seqiiéncia de seus
dominios motores, mas nada é conhecido sobre as propriedades mecanoquimicas da maioria
destas miosinas (MERMALL et al., 1998).

As miosinas de classe II possuem duas cadeias pesadas com peso molecular entre
171 € 244 kDa e dois pares de cadeias leves. A por¢do N-terminal possui um dominio motor e
dois motivos IQ no pescogo. A metade C-terminal consiste em um segmento provindo de duas
cabegas que se enrolaram entre si formando uma seqli€ncia homodimérica que terminara em
uma pequena seqiiéncia ndo enrolada (SELLER, 2000). A dimerizagfo, como no caso das
miosinas convencionais, é dependente da propriedade que alguns dominios cauda possuem
em formar uma estrutura em forma de mola (coiled-coil).

As miosinas II podem ser clivadas em discretos dominios funcionais, por exemplo
temos entre a jungdo da cabe¢a e o dominio cauda, produzindo um subfragmento (S1)

fragmento solivel e um filamento com o restante do dimero “coiled-coil”. Este por sua vez



pode sofrer nova clivagem produzindo 2 fragmentos, meromiosina pesada (HMM), sendo este
soluvel em baixa forga idnica e meromiosina leve (LMM) (SELLERS, 2000).

Temos as miosinas de classe II como membro que provavelmente originou outros
diversos tipos de miosina. Um caso especial temos as miosina XI que possui o dominio cauda
¢ a extensdo N-terminal similares com este tipo de classe (LANGFORD & THOMPSON,
2002).

As miosinas de classe I, ligam a actina e possuem atividade ATPasica caracteristica de
miosina de musculo, mas apresentam peso molecular inferior. Miosinas dessa classe possuem
uma unica cabega e variagdes de tamanho da cauda. Estdo principalmente relacionadas com
os movimentos de endocitose € exocitose na membrana. Os primeiros estudos aconteceram
principailmente em organismos como Acanthomoeba ¢ Dictyostelium, se estendendo para o0s
vertebrados (MERMALL, 1998; WU, 2000).

As miosinas I possuem cadeia pesada entre 110 a 130 kDa juntamente com a ligagcdo
de 1 a 6 cadeias leves no dominio pescogo, que como relatado anteriormente podem ser
calmodulina. Quando a comparagéo entre os dominios cabega desta classe de miosina temos
uma divis@o ou distingdo de 4 subclasses, em que cada uma desempenha uma determinada
fungdo (HASSON & MOOSEKER, 1996).

Ainda se tratando da classe I das miosinas temos a caracteristica desta de se ligar
facilmente a miosina de classe IV. Além dessa temos a semelhan¢a no dominio MyTH4
seguidos por um dominio SH3. Da mesma forma temos a classe VII que possui dominios
similares (MyTH4 e SH3). Dessa forma as classes de miosina IV e VII possuem uma proteina
ancestral em comum, contudo ndo sendo de uma mesma linhagem evoluciondria

(LANGFORD & THOMPSON, 2002).
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As miosinas da classe V (Figura 6), identificadas como uma proteina ligante de actina
com massa molecular estimada de 190 kDa, como a miosina I e as Ca’* ATPase apresentam
atividade Mg - ATPiésica estimulada pelo complexo Ca** / Calmodulina (ESPINDOLA et
al., 1992). O dominio cabeca ou dominio motor contém os sitios para ligagio de ATP e actina,
localizados na regido N-terminal da molécula. A regido do pescogo possui 6 “IQ-motifs”,
cada qual € um sitio potencial para ligacdio de uma cadeia leve (HASSON & MOOSEKER,
1996). A regido da cauda também possui uma estrutura em “coiled-coil”, intercalada com
regides globulares.

As miosinas V possuem seqiiéncias similares e propriedades estruturais com a classe
X1, como observado no transporte de organelas, mostrando que ambas possuem um ancestral
comum (LANGFORD & THOMPSON, 2002).

As miosinas V também apresentam como caracteristicas a capacidade de terem suas
atividades mecanoquimicas reguladas pela presenga de certas substancias. A atividade Mg?
ATPasica de miosina V € estimulada pela presenga Ca®* e calmodulina (HASSON &
MOOSEKER, 1996; ESPINDOLA et al. , 1992).

Segundo ESPINDOLA et al (1992) as miosinas do tipo V nio possuem atividade
K/EDTA, porém NASCIMENTO et al (1996) evidencia a atividade K, /EDTA-ATP3sica,



valendo se ressaltar 0 método adotado, em que a diferenciacdo da concentragdo de EDTA,
DTT, pH e tempo de reagio.

As miosinas desta classe possuem mudancas conformacionais semelhantes ao
encontrado com as cinesinas, quanto & regulagdo (interagio do dominio cauda com o dominio
cabega). Um fator adicional temos o efeito dos ions célcio que além de induzirem a ativagio
da atividade ATPésica sdo responséveis pela mudanga da conformagio apresentada pelo
motor (WANG et al.,, 2004).

Sabe-se que além da estimulacdo da atividade ATPasica pelo ions célcio, temos uma
redugdo do coeficiente de sedimentagdo de 14S para 118, devido em parte a dissociagdo de
cadeias leves (calmodulina) na ordem de 4 a 12 calmodulina ligadas. Isto porém pode também
ser influenciado pela forga idnica presente, que juntamente com a presenga ou ndo de fons
calcio promove uma extensdo ou compactagio da molécula (LI et al., 2004). Sendo assim em
baixa forga idnica ¢ presenca dos fons (Ca’) a miosina se apresenta compactada, e na
presenga de EGTA sua conformagio estendida apresenta os dominios cabega ligados ao
pescogo. O mesmo sendo presente em alta forga idnica e na presenga de fons cilcio, e quando

estes sdo retirados ha uma extensdo por completo (Figura 7) (L1 et al., 2004).
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Figura 7: Modelo de conformagio de Miosina V sob efeito de baixa ou alta forga 16nica, juntamente na

auséncia e presenga de ions calcio. Obtidos através de eletro-micrografia. (Extraido de LI, X. et al 2004).

Outro ponto também influenciado pela presenca de Ca®/CAM ¢ a ligagdo ou
recrutamento de “syntaxin” pelo complexo VAMP-miosina V, contudo a ligagdo de VAMP
(receptor de vesicula sinaptica) ao dominio cauda se processa independente de ions calcio.
Além do que a interagdo VAMP-CAM ndo somente inibi a formagfo do complexo SNARE
(TAKUMA et al,, 2000) como também o recrutamento de “syntaxin” pela miosina V,
envolvidos nos processo de exocitose (OHY AMA et al., 2001).
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Em se tratando da clivagem de miosina V, por calpaina ha surgimento de dois
polipeptidios correspondente a 130 kDa, que posteriores sofreram novas clivagem produzindo
2 de 65 kDa, e um de 80 kDa. Esta clivagem ocorre em um aminodcido abaixo do sitio PEST
na regido cauda da miosina V (NASCIMENTO et al 1996). Dessa forma foi observado que
despolarizagio de terminais nervosos na presenga de calcio produzem um polipeptidio de 80
kDa originario da clivagem de miosina V (CASALETTI et al., 2003).

Para purificagdes de miosina V, o primeiro passo consiste em precipitagdo utilizando
NaCl (cloreto de sédio) 600 mM arrastando junto organelas membranosas. Estas por sua vez
sdo eliminadas através da utilizagdo de detergentes, nesse caso o Triton X-100.
Posteriormente, miosina V ¢ solubilizada através de NaCl 600 mM, agora com o complexo
Mg?*-ATP, sendo entio aplicada em coluna de filtragio que remove compostos como
espectrina e tubulina. As fragdes contendo miosina V sio entdo aplicadas em coluna de troca
ionica, neste caso TMAE ou Q-sepharose, que promove a separagdo, de outros contaminantes

e actina. Sendo miosina V eluida aproximadamente entre 350 ¢ 420 mM de NaCl (CHENEY,
1998).
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2. OBJETIVO

Nesse trabalho procuramos verificar se miosina V de citosol de cérebro bovino liga a

coluna Q-sepharose, sem a utilizagdo de precipitagdo e posterior solubilizagdo da amostra.
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3. MATERIAL E METODOS

Reagentes

Os reagentes ATP, Trizma-Base, Imidazol, EDTA, EGTA, inibidores de proteases e
DTT foram obtidos da SIGMA, Suécia. A resina Q-Sepharose foi obtida junto a Amersham

Biosciences, USA. Os demais reagentes usados foram de grau analitico.

Preparagdo da Fragcdo ATPase

Cérebros bovinos, fornecidos pelo frigorifico Real, foram limpos retirando vasos e
membranas ¢ imediatamente lavados em solugdo salina. Estes foram homogeneizados em
liquidificador e manualmente em homogeneizador de vidro tipo Potter. Foram
homogeneizado cerca de 1 g de cérebro em 10 mL de tampéo de extracdo (Imidazol 25 mM
contendo Sacarose 250 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, DTT 1 mM, Benzamidina 1 mM
e inibidor de Ca2+-proteases). Os ensaios foram submetidos & 3 condigdes, mantendo o pH 8,0

acrescentado ou ndo pirofosfato 100 mM e alterando o pH para 9,0. O homogeneizado de
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cada condigdo foi centrifugado a 45.000 x g durante 40 minutos a 4 ° C em centrifuga Sigma
3K30.

A fragdo precipitada P1 foi descartada ¢ a fragéo protéica soltivel S1 foi imediatamente
aplicado em coluna Q-Sepharose (5,0 x 2,5 cm; 25 mL) - previamente equilibrada com
tampdo Imidazol 20 mM contendo EDTA 1 mM, DTT 0,1 mM e pH conforme indicado.
Posteriormente foi feita a lavagem da coluna com mesmo tampdo seguido de elui¢bes com
NaCl 250, 500 e 1000 mM em tampio Imidazol 20 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM, no
caso dos ensaios com pH 8,0. Para o ensaio com pH 9,0 foram feitas eluigdes com tampao
Imidazol 20 mM pH 6,0 contendo EDTA 1 mM seguido de eluigdes com NaCl 250, 500 e
1000 mM no mesmo tampao em pH 7,5.

Método de Dosagem de Proteinas

A concentragio protéica das amostras foi determinada segundo o método quantitativo
de BRADFORD (1976). O volume de 20 L das fragdes obtidas foi adicionado a 80 pL de
H,O Milli-Q em tubos de vidro. A cada tubo foram adicionados 3 mL de solugédo de Bradford
(Coomassie Blue G-250 0,001 % em etanol 4,7 % e écido fosforico 8,5 %). As reagdes foram
realizadas em duplicatas. A absorbancia foi medida em 595 nm. Paralelamente a dosagem
protéica das fragdes, uma curva padrio de dosagem de soroalbumina bovina (BSA) foi

preparada (Figura 8). A curva apresentou-se linear entre 0 ¢ 30 ug de BSA.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

O perfil de polipeptideos das fragdes protéicas foi analisado em SDS-PAGE usando o
sistema tampdo descontinuo de LAEMMLI e FAVRE (1973) e o sistema de placas
empregado por STUDIER (1973).

Os mini-géis foram preparados em concentragdo fixa de 5 % de acrilamida (gel de
empilhamento), seguido por gel gradiente 5-15 % e / ou 5-22 % (gel de separagfo). Os géis
foram montados entre placas de vidro e alumina de 10 x 10 x 0,06 cm.

As amostras protéicas foram preparadas adicionando-se 90 pL da respectiva fragdo a

10 uL de tampdo de amostra (Tris 18,7 mM pH 6,8 contendo B-mercaptoetanol 2,8 mM, SDS
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0,6 %, EDTA 0,6 mM, Glicerol 2,76 %, Bromofenol 0,05 g). Antes da aplicagdo, as amostras
foram colocadas em H,O em ebuligdo por 2 minutos. Utilizando microseringa de vidro
Hamilton®, as amostras foram aplicadas no gel, devidamente montado em cuba Hoefer® SE
250, Amersham Biosciences, USA.

A separagio eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em tampao Tris 25 mM pH
8,3, EDTA 2 mM, Glicina 0,2 M, SDS 2,5 mM, sob corrente constante de 25 mA utilizando
fonte Bio-Rad Power Pac 1000. Os géis foram corados com Coomassie Brilhant blue-R 0,25
94 em metanol 50 % e 4cido acético 10 % e descorados em solugio de metanol 30 % e acido
acético 10 %.

O padrio SDS-6H (cadeia pesada de miosina 205 kDa, B-galactosidase 116 kDa,
fosforilase-b 97 kDa, albumina bovina 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbOnica 29
kDa), foi utilizado para comparar a mobilidade relativa dos polipeptideos no gel.

Determinagdo do peso molecular de polipeptidios

A estimativa do peso molecular dos polipeptidios de interesse foi feita utilizando uma
curva de calibragdo, obtida através de uma curva plotada com o logaritmo (log) da
porcentagem de poliacrilamida do gel correspondente ao logaritmo (log) de cada polipeptidio
presente no padréo de peso molecular (Figura 9). O célculo é feito através da medida do gel,
por exemplo onde comega 0S 5 % e termina os 22% seguido pela determinagdo da
porcentagem de poliacrilamida o qual o polipeptidio do padrdo esta.

O peso molecular do polipeptidio de interesse ¢ calculado pela determinagdo da
porcentagem do mesmo no grafico plotado com 0s polipeptidios do padrdo de peso molecular.
E importante lembrar que este tipo de calculo ndo é 100% confiavel, pois alguns polipeptidios

migram de forma andmala.

WESTERN BLOTTING

Segundo GERSHONI e PALADE (1982), a técnica de Imunoblotting pode ser
dividida em duas etapas: transferéncia da banda protéica do gel para a matrix e a ligagdo do
epitopo com o anticorpo especifico (anticorpo primario). O método de transferéncia usado foi

o conhecido como “wet blotting”, no qual um sanduiche de gel-matrix € submerso no tampdo
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de transferéncia para ser eletrotransferido. A cletrotransferéncia foi realizada com “BioRad
Mini Trans-Blot transfer cell”, utilizando-se tampao de transferéncia composto por Tris-HCl
15,6 mM e glicina 120 mM. Géis SDS-PAGE gradiente de 5 a 22 % e membrana de
nitrocelulose Hybond ECL  (4Amersham Biosciences, USA) foram utilizados na
eletrotransferéncia.

Seguido da transferéncia, a detec¢do do epitopo procede em algumas etapas,
separadas com etapas de lavagem com tampéo TBS (Solugdo pronta Bio-Rad, Tris 20 mM pH
7.5, cloreto de sodio 500mM). Primeiro, a membrana de nitrocelulose é incubada com o
anticorpo primario por aproximadamente 10 horas (geralmente overnight). Em seguida, um
anticorpo secundario, que reconhece um epitopo no primeiro anticorpo ¢ incubado com a
membrana. O segundo anticorpo é conjugado a2 um agente marcador, no nosso ¢aso fosfatase
alcalina. Este marcador é entdo visualizado por uma reagdo colorimétrica catalisada por uma
enzima que fornece um produto colorido. O anticorpo secundario conjugado com fosfatase
alcalina reage com o substrato “promochloroindolyl phosphate — nitro blue tetrazolium” para
liberar um precipitado pirpura escura estavel.

Os anticorpos primarios por nos utilizados foram respectivamente contra: cabega
de miosina V (400pg/ml), produzidos em coelho, estando em diluigdo de 1:5000. Os
anticorpos secundarios utilizados foram anti-coelho conjugados com fosfatase alcalina (AP) e

em diluigdo de 1:7500.

Determinagio da Atividade Adenosina Trifosfatdsica

A dosagem colorimétrica do ortofosfato inorganico liberado durante a reacdo de
hidrolise do substrato foi realizada segundo o método de HEINONEN e LAHTI, 1981.

A cada tubo de ensaio foram adicionados 40 pL do meio de reagio (Imidazol 25 mM
pH 7.5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM) contendo MgCl; 4 mM para dosagem da
atividade Mg®" -ATPésica.

Volumes pré-determinados das fracdes protéicas foram adicionados aos tubos e o
volume final de 200 L foi completado com adigdo de H,0 Milli-Q.

A reagdo foi iniciada com adigdo de substrato, seguida da incubagdo a 37 ° C durante
20 minutos. Apds este tempo, a reagdo foi interrompida com adi¢do de 2 mL de solugdo de

dosagem AAM (acetona 100 %, molibidato de aménio 10 mM e é4cido sulforico 5 N numa
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proporgdo de 2: 1: 1, respectivamente) e submetida a agitag@o. Apos 15 segundos, 200 pL de
4cido citrico 1 M foram adicionados mantendo-se a agitagdo por mais 10 segundos. Foram
preparadas reagdes controle para cada amostra, nas quais a incubacdo se procedeu sem a
adigio de substrato, o qual foi adicionado imediatamente antes de interromper a reagdo com

solugdo de dosagem.
As reagbes foram realizadas em duplicata ¢ a absorbancia medida em 335 nm.

Paralelamente foi feito uma curva padrdo de ortofosfato inorganico, entre 0 ¢ 250 nmols de

ortofosfato (Figura 10).

Determinacdo da atividade especifica das fragoes

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

da equagdo:

AE = D.O. amostra x nmols de P; do padrdo

D.O. padrio x mg de proteina na reacdo X tempo de reagdo

Onde: D.O. = densidade 6ptica ou absorbancia.
AE = Atividade Especifica

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.
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4. RESULTADOS

Curvas padroes

Para todos ensaios realizados, a determinagfio da quantidade de proteina das amostras
em mg/mL, como indicado, utilizou uma curva padrio de dosagem de soroalbumina bovina
(BSA) (Figura 8). No caso da determinagdo do peso molecular foi utilizada uma curva padriio
que continha os log da porcentagem de poliacrilamida correspondente ao log do polipeptidio
do padrdo de peso molecular (Figura 9). A concentracio de ortofosfato das amostras em
nmols foi determinada a partir de calculos de regressdo linear baseados nos valores obtidos a

partir da curva-padrao (Figura 10).
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Figura 8: Exemplo de uma curva padrdo de BSA, no intervalo linear do
método, com equagdo e coeficiente de linearidade.
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Figura 9: Exemplo de curva padrdo do log da porcentagem de poliacrilamida
correspondente ao log do polipeptidio do padrio de peso molecular, com
equagio e coeficiente de linearidade.
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Figura 10: Exemplo de uma curva padrdo usado para determinar a
concentragdo de fosfato, com equagdo ¢ coeficiente de linearidade.
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Cérebros bovinos frescos

Perfil eletroforético dos polipeptidios em coluna Q-sepharose

Se tratando de amostras com pH 8,0 e diluidas conforme indicado fica evidente em
SDS-PAGE a reten¢o de um grande niimero de polipeptidios (Figura 11), juntamente com a
analise de dosagem de proteina do aplicado e do coletado no “void” (ver adiante), contudo o
polipeptidio com motilidade semelhante & miosina V foi observado tanto no aplicado (S1)
como no void (V1).

Como esperado nas subseqiientes eluigdes 0s eluatos com tampdo Imidazol 20 mM pH
8,0 contendo EDTA 1 mM e NaCl 250 mM apresentaram inameros polipeptidios juntamente
com pequena cvidéncia de polipeptidio com motilidade em gel proximos de miosina I
(padrdo de peso molecular), possivelmente miosina V, pouco visivel em SDS-PAGE (Figura
11). No caso dos eluatos com tampao Imidazol 20 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM e NaCl
500 mM em SDS-PAGE observou polipeptidios com peso molecular em torno de 83,31,30 e

23 kDa juntamente com outros em torno de 43 e 47 kDa (Figura 11).

205 KDa —— i P S

166 KDa — s
97 kDa —— s

66 kDa — Wi

45 KDa ——v

P st Vi E1 E2 E3

Figura 11: Perfil de polipeptidios da fragdo ATPase de cérebro bovino sem o
tratamento com pirofosfato. Foram aplicados: 42 pg de Si(aplicado na coluna);
31 pg de V1(void da coluna), 106 pg de El{(eluatos com 250 mM de NaCl);
107ug de E2(eluatos com 500 mM de NaCl); 0,0 pg de E3(cluatos com 1000
mM de NaCl). P-padrio SDS 6H. A seta indica polipeptidio com motilidade
proximo de miosina V.
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Se tratando de amostras com pH 8,0 tratadas com pirofosfato (PPi), em SDS-PAGE
ndo observaram a retencdo dos principais polipeptidios aplicados em coluna Q-sepharose,
inclusive o correspondente a miosina V. Contudo pode se observar em elui¢des subseqlientes,
principalmente eluatos com tampdo Imidazol 20 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM e NaCl
500 mM, polipeptidios em torno de 83, 31, 30 e 23 kDa com mais evidencia (Figura 12). Ao

passo que as outras eluicoes correspondentes a NaCl 250 e 1000 mM observou a pequena

evidencia de polipeptidios.

205 KDa —

166 kDa —*
97 kDa —

66 kDa —*
45 kD8 —

29 kDa ——

p st vi Et E2 E3

Figura 12: Perfil de polipeptidios da fracio ATPase de cérebro bovino. Foram
aplicados: 48 pg de S1 (aplicado na coluna); 44 pg de V1 (void da coluna); 6pg de
El(eluatos com 250 mM de NaCl); 14pg de E2(cluatos com 500 mM de NaCl);
0,0 ug de E3(cluatos com 1000 mM de NaCl). P-padréo SDS 6H. A seta evidéncia
polipeptidios encontrados nos eluatos com 250 ¢ 1000 mM de NaCl.

No caso do ensaio com elevagdo do pH para 9,0, podemos observar, em SDS-PAGE,
uma pequena retengdo de polipeptidios, inclusive o polipeptidio com motilidade semethante a
miosina V. Contudo elui¢des com NaCl 250 mM em tampéo imidazol pH 7.5 observamos
polipeptidios em tomo de 66 ¢ 43 kDa, juntamente podemos evidenciar um polipeptidio com
motilidade em gel proximo do padrio de miosina 11. Juntamente nos eluatos com NaCl 500
mM evidenciou polipeptidios com peso proximo de 83, 31 30 e 23 kDa (Figura 13), muito

semelhante as fragdes anteriores do ensaio sem pirofosfato.
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Figura 13: Perfil de polipeptidios da fracdio ATPase de cérebro bovino elevando
o pH para 9,0. Foram aplicados: 70 ug de S1 (aplicado na coluna); 52 ug de V1
(void da coluna); 0,0 pg de EO(eluatos com pH 6,0); 166 ug de E1(eluatos com
250 mM de NaCl); 114pg de E2(eluatos com 500 mM de NaCl); 0,0 pg de
E3(eluatos com 1000 mM de NaCl). P-padrdo SDS 6H. A seta evidencia o
polipeptidio com correspondente a miosina V.

Se tratando do void (V1) do ensaio com pH 9,0, foi elevado o pH para 10,8 sendo
novamente aplicado em coluna Q-sepharose, mostrando uma retengdo de polipeptidios,
inclusive o com motilidade semelhante a miosina V. O void (V2) contudo apresentou alguns
polipeptidios correspondentes ao aplicados em coluna (Figura 14). Seguindo o mesmo
padrio de eluicdo, colhendo eluatos com pH 6,0, € NaCl 250 € 500 mM em tampao imidazol
20 mM pH 7,5, ndo foi possivel verificar a presenga do polipeptidio com peso molecular

semelhante a miosina V (Figura 14).

205 kDA ——s i
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Figura 14: Perfil de polipeptidios da fragdo V1 aplicada em coluna Q-
sepharose. Foram aplicados: 52 g de V1 (1° void — aplicado na coluna; 36 pg
de V2 (2° void); 36 ugde EO(eluatos com pH 6,0); 0,0 pg de El(eluatos com
250 mM de NaCl); 0,0pg de E2(eluatos com 500 mM de NaCl). P-padrdo SDS
6H.
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Quantidade de proteina

Como observado em SDS-PAGE, a dosagem de proteina mostra uma pequena
diferenga entre o aplicado (S1) e © void (V1) dos trés ensaios realizados. Dessa forma a
dosagem de proteina (Tabela 1), como esperado obteve diferentes porcentagem de proteinas
retidas na coluna. Comparando os trés void podemos ver que houve uma maior retengdo de

proteinas no caso dos ensaios sem o tratamento com pirofosfato, seguidos pelo ensaio com

PPi e as amostras do ensaio com pH 9,0.

Tabela 1: Porcentagem de proteina aplicada e coletada no void. Foram

feitos ensaios com pH 8,0 com ¢ sem pirofosfato 100 mM e ensaios
alterando o pH para 9,0. Sendo adotado como 100 % o aplicado em coluna.

Amostras Prot. (mg/mi] Vol.(mL) Prot. Totzl % Prot. Total
51pH 8D o PP 1,613 250 40322 1000
V1 pH 80 JPPI 1.8 230 34170 8a7
S1pH SO & PP 1,07 244 34342 100,0
Vi pHBO S PP 1,062 250 28298 768
g1 pH OO 4,305 254 33136 1000
V1 pH 80 1,183 240 20002 878

Visando a pouca retengdo de proteina, mas uma pequena limpeza de polipeptidios
observados em gel SDS-PAGE tanto com eluatos de 250 e 500 mM de NaCl. Reaplicamos a
fragdo denominada void (V1) do ensaio com pH 9,0 apés elevagdo para pH 10,8, em coluna

Q-sepharose previamente equilibrada, obtendo uma retengao significativa de proteina (Tabela

).

Tabela II: Porcentagem de proteina aplicada € coletada no void. Foi elevado
o pH para 10,8 do aplicado (V1) antes de levado para a coluna. Sendo adotado
como 100 % o anlicado em coluna.

Amostras  Prot. (mgfml]  Vel.(mL) Prot. Total % Prot. Total
81 1,305 259 3318 100,0
w1 1,183 248 20092 a78

v2 0,722 70 5051 152




: Atividade Mg** - ATPdsica

No caso da atividade, foram feitas atividades Mg2+-ATPésica para Sl e V1 dos trés
ensaios obtendo valores ndo muito expressivos. Para o ensaio com pH 8,0 foi observado
atividade tanto no void (V1) em menor guantidade, como no eluato com NaCl 250, que possui

o polipeptidio com motilidade semelhante a miosina V (Figura 15). Contudo a atividade

destas amostras obtidas dos eluatos, com 250 mM de NaCl, quando dialisadas reduziram

ainda mais seus valores (Figura 16).
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de P¥mg de prot./min)

Atividade Especifica (nmols

Figura 15: Atividade Especifica das fragdes do ensaio com pH 8,0. Adicionou-se 50 pL
de amostra S1; V1 ¢ E2 e E3; 100 pL para El ao meio de reagdo I (Imidazol 25 mM pH
- 8.0 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCl 60 mm ¢ MgCl, 5 mM). A reagdo foi
~ iniciada com adigio de ATP 1 mM, incubada a 37 ° C durante 10 minutos € interrompida
pela adigdo de 2 mL de solugdo de dosagem. No caso das amostras S1 e V1 foram
adicionados mais 4 mM de MgCl,.
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Figura 16: Atividade Especifica dos eluatos com 250 mM de NaCl antes ¢ apos dialise..
Adicionou-100 pL de amostra S1; V1 e J1 antes ou apés dialise ao meio de reacdo I
(Imidazol 25 mM pH 8.0 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCl 60 mm e MgCl, 5
mM). A reagdo foi iniciada com adigiio de ATP 1 mM, incubada a 37 © C durante 10
minutos e interrompida pela adigfio de 2 mL de solugdo de dosagem. No caso das amostras
S1 e V1 foram adicionados mais 4 mM de MgCl,.

Se tratando de outras amostras com quantidade superior de sal (NaCl 500 mM), como

verificado anteriormente obtiveram praticamente 0 mesmo perfil protéico nos trés ensaios. A

atividade foi nula tanto antes ou ap6s a dialise (Figura 17).

/min)

e prot

o

Atvidade Especitica (nmols
de Pifmg

Figura 17:

35,001 _

30,00+
25,00+
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

S1 Vg J2 s/ Dial.  J2 ¢/ Dial.

Amostras

Atividade Especifica dos eluatos com 500 mM de NaCl antes ¢ apds dialise..

Adicionou-se 50 pL de amostra S1 e V1; 100 uL para J2 antes ou apos dialise ao meio de
reagdo I (Imidazol 25 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KC1 60 mm ¢
MgCl, 5 mM). A reagdo foi iniciada com adigdo de ATP 1 mM, incubada a 37° C durante

10 minutos
amostras S1

e interrompida pela adi¢do de 2 mL de solugdo de dosagem. No caso das
e V1 foram adicionados mais 4 mM de MgCl,.

As amostras proveniente do ensaio com pH 8,0 com pirofosfato obtiveram pouca

retengdo de proteina (visto anteriormente) ¢ o perfil de atividade especifica apresentou-se

maior no void (V1), juntamente com O polipeptidio correspondente a miosina V, que

praticamente ndo foi retido. Dessa forma os eluatos com 250 e 500 mM de NaCl ndo

apresentaram atividade (Figura 18) mesmo apos dialise.
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Figura 18 Atividade Especifica das fragdes do ensaio com pH 80, tratadas com
pirofosfato. Adicionou-se 50 pL de amostra S1; V1; EL; E2 ¢ E3 ao meio de reagdo [
(Imidazol 25 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCl 60 mm e MgCl, 5
mM). A reagdo foi iniciada com adigio de ATP 1 mM, incubada a 37 ° C durante 10
minutos e interrompida pela adi¢do de 2 mL de solugao de dosagem. No caso das amostras
S1 e V1 foram adicionados mais 4 mM de MgCl,.

Para o ensaio com pH 9,0 houve presenca de atividade Mg2+—ATPésica tanto no
aplicado (S1) como no void (V1), mas ao contrério do ensaio com pH 8,0 ndo foi observado
atividade dos eluatos com 250 mM de NaCl, mesmo apresentando 0 polipeptidio
correspondente a miosina V, visto em SDS-PAGE. Da mesma forma os eluatos com 500 e

1000 mM de NaCl ndo apresentaram atividade (Figura 19).
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Figura 19: Atividade Especifica das fragdes do ensaio com pH 9,0. Adicionou-se 40 uL
de amostra S1 e V1; 50 uL para E1; E2 ¢ E3 a0 meio de reagio I (Imidazol 25 mM pH 8,0
contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KC! 60 mm e MgCl, 5 mM). A reagdo foi iniciada
com adigiio de ATP 1 mM, incubada a 37 ° C durante 10 minutos e interrompida pela
adigdo de 2 mL de solugdo de dosagem. No caso das amostras S1 e V1 foram adicionados

mais 4 mM de MgCl,.
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Quando aplicamos o void (V1), proveniente do ensaio com pH 9,0, em coluna Q-

sepharose obtivemos uma retengéo da atividade (Figura 20), verificado pela atividade nula do

void (V2).
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Figura 20: Atividade Especifica do aplicado (V1) e void (V2) da coluna Q-sepharose.
Adicionou-se 50 pL de amostra S1 ¢ V1 e V2 a0 meio de reagdo I (imidazo! 25 mM pH
8.0 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KC1 60 mm e MgCl, 5 mM). A reagdo foi
iniciada com adi¢do de ATP 1 mM, incubada a 37 ° C durante 10 minutos e interrompida
pela adigio de 2 mL de soluciio de dosagem. No caso das amostras S1 e V1 foram
adicionados mais 4 mM de MgCl,.
IMUNOBLOTTING

O ensaio com anti-miosina V ndo mostrou marcagao do polipeptidio similar a miosina
V presente provavelmente no eluatos com NaCl 250 mM em tamp3o imidazol 20 mM pH 7,5
dos ensaio com pH 8,0 e pH 9,0, como também nos aplicados (S1) € void (V1 € V2) dos
ensaios realizados (Figura 21). Porém acredita ser provavel que a qualidade dos anticorpos
utilizados esteja comprometida, uma ve€Z que nossa fragdo S1, de ambos ensaios, que
teoricamente possuia miosina V, também ndo foi marcada pelo mesmo. O mesmo ensaio foi

feito com anti-miosina Il obtendo os mesmos resultados, inclusive com o padrdo utilizado.
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Figura 21: Imunoblotting do aplicado (S1), void (V1) Eluato 250 mM de NaCl (E1) do
ensaio com pH 8,0. Foram aplicados em gel 14 ug de S1, 10 pgde V1 e 30 ugde E1.0
gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose, sob uma amperagem de 280mA,
por aproximadamente 12 horas. P-padrio SDS-6H. O blotting foi revelado com fosfatase

alcalina.
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5. DISCUSSAO

Tendo como base a alta concentragdo de proteinas em solugdo, principalmente em
extratos brutos, contendo iniimeras proteinas com cargas positivas, negativas ou neutras, a
interagdo e consegiientemente precipitagio ou ndo destas ¢ muito provavel. Visando diminuir
esses efeitos, diluindo nossos extratos proporcionamos uma maior distancia entre tais
proteinas e conseqilentemente, se tratando de uma fragdo soltvel tentar a ligago da proteina
de interesse em coluna de troca i6nica.

Os resultados do presente trabalho mostram uma pequena ligagdo de um polipeptidio
com motilidade correspondente & miosina V com atividade Mg2+-ATPésica, nos ensaios em
pH 8,0 na auséncia de pirofosfato 100 mM.

Contudo amostras do ensaio com pH 9,0 apesar de apresentarem o0 mesmo polipeptidio
ndo apresentaram atividade aparente. Fato este que pode sef inferido a outros fatores, pois cm
ambos 0s casos a presenga do polipeptidio semelhante a actina foi verificada, mas este pode

ter sofrido modificagdes de sua estrutura, inviabilizando a ligagdo de F-actina ao motor €
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conseqiientemente aparecimento de atividade. Como sabemos miosina V possui a capacidade
de clivar o ATP, mas a liberagdo do ADP ¢ Pi somente se processam quando h ligagio com
filamentos de actina, havendo a ligagdo de nova molécula de ATP (ESPINDOLA, 1992;
NASCIMENTO, 1996; HOMMA, 2000).

Da mesma forma, a dialise (figura 15 e 16) de tais amostras proporciona perda de
compostos ou mesmo mudangas da estabilidade da molécula, diminuido a atividade analisada,
que ao contrario do ensaio com pH, ndo sdo tdo marcantes.

De acordo com esse resultado podemos verificar uma maior reten¢do de proteina no
ensaio com pH 8,0 em comparagdo com o ensaio com pH 9,0 refor¢ando a probabilidade da
auséncia de algum fator nos eluidos com 250 mM de NaCl do ensaio correspondente, que
poderiam estar sendo necessarios para a atividade ATPasica.

Podemos verificar também que nos 3 ensaios realizados a “limpeza” de nossas fragoes
subseqiientes foi verificado, com excegdo do ensaio com pirofosfato (figura 12). Tal resultado
pode ser explicado pela adigdo do composto, com carga negativa que ndo interagindo com as
proteinas se ligou facilmente com a resina de carga positiva. Nos ensaios sem pirofosfato,
com pH 8,0 € 9,0 ndo havendo um competidor para os sitios da resina houve uma ligagdo de
polipeptidios, principalmente verificados pelo perfil dos eluatos com 250 mM de NaCl (figura
11e13).

A atividade dos eluidos com 500 e 1000 mM de NaCl se apresentou nula, mesmo apés
dialise das amostras, provavelmente pela auséncia do polipeptidio com motilidade semelhante
a miosina V, que liga a resina Q-sepharose ¢ € eluido com gradiente de NaCl de 350-420 mM
(CHENEY, 1998). ‘Contudo a atividade desempenhada por outros polipeptidios entre 62 e 83
kDa com caracteristicas ATP4sicas, como o caso de cinesinas dependentes de calmodulina
presente em plantas, pode estar sendo inibida pelas altas concentra¢des de NaCl (REDDY, V.

& REDDY, A. 2002).
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Outro ponto a destacar € o fato de que certos motores moleculares como as cinesinas
possuem a capacidade de interagir, semelhante as miosinas V, seus dominios cabega ¢ cauda
impedindo a clivagem do ATP, e conseqiientemente desaparecimento da atividade ATPasica
nestas condicdes de alta forga ionica (COY et al., 1999), ndo sendo revertidos pela diélise
devido as condi¢Bes estruturais adquiridas.

Se tratando dos aplicados S1 e void (V) podemos verificar um polipeptidio com peso
molecular semelhante a cadeia pesada de dineina, em torno de 400 kDa, que poderiam estar
colaborando com a atividade, juntamente com o provavel polipeptidio referente a miosina Il e
V (figura 11, 12 e 13). Fato este que foi verificado também polipeptidios semelhante a
espectrina co-purificados com cadeias de dineina (figura 11 ¢ 13) (MURESAN et al., 2001)

Nas condi¢Oes usadas nossa amostra possufa muitos contaminantes com provaveis
cargas negativa que competiam desfavoravelmente com nossa proteina de interesse. Como
verificado em reaplicagdo da fragdo void (V1) do ensaio com pH 9,0, houve praticamente
total retengdo de proteina e completa auséncia de atividade (Tabela II ¢ figura 20).

Como também nos trés ensaio realizados podemos observar certos polipeptidios tanto
nos eluidos como no proprio void, mostrando uma saturagao de nossa coluna (figura 11, 12 ¢
13).

Quanto aos eluidos dos ensaios com pH 8,0 ¢ pH 9,0, ha uma distingdo de
polipeptidios que apresentam caracteristicas fisico-quimicas bem definidas, pois tanto nesses
como no outro ensaio, com pirofosfato, tais polipeptidios se ligam com maior intensidade,
como & o caso dos eluidos com 500 mM de NaCl, que apresentaram uma identidade
semelhante entre os experimentos realizados. Mostrando que independente das condigdes
impostas tais polipeptidios se ligam em coluna Q-sepharose, sendo eluidos conforme indicado

anteriormente.
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6. Conclusao

Mesmo obtendo resultados satisfatérios a respeito da ligagdo do polipeptidio de
interesse, com motilidade semelhante com miosina V, hd a necessidade aprimorar novos
ensaios para que se possa obter uma ligagdo mais eficiente, contudo ndo utilizando métodos
que utilizam precipitagdo e posterior solubilizagdo.

Ainda podemos concluir que afinidade de nosso polipeptidio de interesse por coluna
anionica sofre algumas modificagdes quanto ao pH utilizado no ensaio, se mostrado mais
efetivo em pH 8,0 na auséncia de pirofosfato. Ao passo que também observamos uma
saturagdo da resina verificado por polipeptidio tanto nos aplicados (S1) como nos void (V1)
como também quanto reaplicamos novamente o V1 (ensaio pH 9,0) em resina Q-sepharose.

Além disso, utilizando resinas anidnicas com grau de especificidade menor em uma
etapa anterior pode colaborar com a ligagio de nosso polipeptidio de interesse, sem, contudo

haver ligagdo de outros de menor interesse, como visto quando acrescentamos 100 mM de
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pirofosfato. Quanto ha uma quantidade muito grande de tal substrato, ndo ha ligagdo de outros
polipeptidios eluidos com 250 mM de NaCl.

Nesse caso até mesmo a propria concentragdo de pirofosfato pode colaborar com a
ligagdo sendo muito inibitorio em altas concentragdes (100 mM), devido a competi¢do pelos
sitios de ligagdo da resina, mas em concentragdes menores os resultados podem ser outros,

colaborando em parte para resultados mais expressivos.
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