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Alguns fomens véem as coisas como 5a0, € dizem Por qué?' Eu sonfio com as coisas

3 ~ “
que nunca foram e digo Por que nio?.

(George Bernard Shaw)
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1. RESUMO GERAL



Recentemente obtivemos uma fragdo enriquecida em atividade Mg?*-ATPasica a
partir de citosol congelado de cérebro de rato. Nosso objetivo neste trabalho foi
analisar esta ATPase e caracteriza-la. Nossos procedimentos foram extracdo de
cérebro de rato, homogeneizagio imediata em tamp&o Imidazol-HC! 50 mM pH
8,0; EDTA 10 mM; DTT 1,0 mM e inibidores de proteases (Aprotinina 1% e
Benzamidina 1 mM), centrifugacdo a 45000, por 40 minutos a 4 °C e
congelamento da fragdo solivel a -20 °C. Apds um minimo de 48 horas
descongelou-se essa fragéo e seguiu-se uma nova centrifugagéo a 45000,g por
40 minutos a 4 °C. Ressuspendeu-se a fragao precipitada e realizou-se uma nova
centrifugacdo, sob as mesmas condigbes supracitadas. A fragdo precipitada é
enriquecida em atividade Mgz"—ATPésica e analise em SDS-PAGE mostrou trés
principais polipeptideos, um com alta massa molecular similar a cadeia pesada de
miosina e outros dois com massa molecular corrrespondente a 57 e 45 kDa. O
polipeptideo de alta massa molecular foi marcado com anticorpo especifico para
miosina V. O polipeptideo de 57 kDa foi solubilizado com Triton X-100 0,2%,
encontrando-se no precipitado os polipeptideos de alta massa molecular e o
polipeptideo de 45 kDa. A atividade Mg®-ATPésica desse precipitado é trés
vezes menor que o precipitado obtido sem triton X-100. Nossa fragdo ndo mostrou
estimulacéo da atividade Mg**-ATPasica por Ca** e Calmodulina, tendo apenas
uma baixa atividade K'/EDTA-ATPasica, quando comparada com a atividade
Mg?*-ATPasica. A atividade Ca*'-ATPasica foi cerca de 80% da atividade Mg?'-
ATPasica. Também ndo ocorreu alteragio da atividade Mg?*-ATP4sica por cloreto
de aluminio, fluoreto de sodio ou fluoreto de aluminio. Vanadato (50, 200 e 1000
uM) ou azida (1 mM) também ndo inibiu essa at_ividgde. Essa fragéo apresentou
preferéncia de hidrélise para ATP, entretanto gtsdgghsou tambem ADP (40%) e
GTP (60%), mas ndo AMP, AMP-PNP, PP;, ADP=™"". AMP-PNP inibiu a atividade
Mg?*-ATPasica. A atividade Mg**-ATPasica foi inibida cerca de 50% por Fe*
numa concentracdo menor que 1 mM, mas n&o pelos cations cobre, cobalto ou
zinco. A digestao protéica por fripsina causou uma perda da atividade e uma
degradaggo do polipeptideo de alta massa molecular, mantendo intacto o
polipeptideo de 45 kDa em nossa fragdo. Nesse trabalho descrevemos um
método simples para obter miosina V a partir de uma fracio soluvel de cérebro de
rato, no entanto ndo foi estimulada por Ca*/Calmodulina e ndo expressou

atividade K'/EDTA-ATPasica.
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2.INTRODUCAO GERAL



2.1 CITOESQUELETO E MOTORES MOLECULARES

As ATPases s&o enzimas que hidrolisam ATP em ADP e ortofosfato
(P3), utilizando a energia liberada para processos metabélicos, transporte de ions,
movimento e transporte intracelular (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1 996). As
ATPases responsaveis pela motilidade celular s&o conhecidas como motores
moleculares. Um exemplo pode ser dado a partir dos neurénios, células
especializadas em propagagéo do impulso nervoso, formadas pelo corpo celular,
dendritos e um longo axénio. A falta de maquinaria para sintese de proteinas no
axodnio, e também toda a proteina requerida no terminal sinaptico precisa ser
transportado através do axénio depois de terem sido sintetizadas no corpo celular.
Este transporte € uma das fungbes dos motores moleculares, que se encarregam
de levar vesiculas cheias de proteinas até o terminal sinaptico, através de trilhos,

que chamamos de citoesqueleto (HIROKAWA, 1998).
O citoesqueleto esta presente em todo o interior da célula, formando

uma rede tridimensional de proteinas filamentosas visiveis ao microscépio
eletrénico. Este citoesqueleto é dividido em trés classes de filamentos: os

microtibulos (formados por a e f-tubulina), os filamentos de actina e os

filamentos intermediarios (figura 1). Estes diferem entre si em espessura,

composicdo e fungdo, mas sd0 responsaveis basicamente pela estrutura e
organizagéo do citoplasma e da célula em si (FAWCETT & JENSH, 1998). Os
microtubulos e os filamentos de actina ddo suporte para o movimento de

organelas ou do conteudo celular (HURTLEY, 1998).
A actina globular em alto numero se une entre si em longos polimeros

em forma de hélice, na presenga de ATP, com 6-7 nm de didmetro, sendo
chamada entdo de actina filamentar ou filamentos de actina. A actina filamentar
por sua vez se liga a uma familia especifica de proteinas, chamadas miosinas,
que s&o motores moleculares que convertem a energia quimica da quebra do
ATP em trabalho mecanico, aproveitado para modificagdo estrutural da mesma,

que faz com que esta se mova ao longo dos filamentos de actina (HALL, 1998).

-4.



Os microtubulos, como os filamentos de actina, também se formam a
partir de unidades monoméricas, de forma regulada, formando porém estruturas
um pouco mais complexas. Heterodimeros de o e B-tubulina formam o
microtubulo, que tem cerca de 22nm de didmetro. Essa agédo de polimerizacéo &
seguida por uma agdo de despolimerizagao, em ambas extremidades, sendo que
em uma delas prevalece a polimerizag&o e em outra a despolimerizagéo, sendo a
primeira denominada como extremidade mais (+), € a outra como extremidade
menos (-). E importante lembrar que essas agdes s&o continuas. Duas classes de
motores moleculares estdo relacionadas com 0s microtibulos, sendo elas as
cinesinas e dineinas, que também utilizam a energia do ATP para se moverem ao

longo dos microtibulos (HIROKAWA, 1998).
Os filamentos intermediarios compreendem uma familia de estruturas

com dimensdes intermedidrias entre actina e microtubulos (8-10 nm de didmetro).
Diversos tipos de unidades monoméricas formam os filamentos intermediarios,
cuja funggo principal é dar suporte mecanico a célula, e posicdo a suas organelas.
Um exemplo é a vimentina, subunidade monomérica de um filamento
intermedidrio presente em células endoteliais que circundam vasos sanguineos e
em adipocitos, apresentando, portanto forte estrutura mecéanica (FUCHS &
CLEVELAND, 1998).

As cinesinaﬁs\.‘; foram encontradas primeiramente em estudos de
microscopia eletronica (éM), que indicaram a presenga de estruturas curtas que
agiam como pontes estruturais entre organelas e microtibulos. Ensaios de
motilidade e analises bioquimicas destas estruturas revelaram a presencga de uma
proteina motora direcionada a extremidade + dos microtubulos, uma adenosina
trifosfatase (ATPase) de 380 kDa regulada por microttbulos (HIROKAWA, 1982;

BRADY & LASEK, 1982; VALE et al, 1985).
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FIGURA 1: TRES DIFERENTES TIPOS DE PROTEINAS QUE COMPOEM O CITOESQUELETO.

As fotos superiores mostram células epiteliais fotografadas apés tratamento com
anticorpos que se ligam e coram especificamente. As fotos inferiores mostram
cada tipo de filamento visualizado por transmissdo (a, b) ou varredura (c). (a)
filamentos de actina agregados para formar “stress fibers”, (b) microtdbulos
radiando do centro celular, (c) filamentos intermediarios através de todo
Citoplasma(http://www.terravista. pt/bilene/5547 /biologia/Celula/Citoes13.htm).

A estrutura da primeira cinesina identificada é composta de duas
cabecas globulares (10nm de diametro), uma haste, e uma extremidade em forma
de ventilador, possuindo um comprimento total de 80nm (figura 2). As cabecas
globulares, e a haste, sdo chamadas de KHCs (Kinesin Heavy Chains), enquanto
que a cauda em forma de ventilador de KLCs (Kinesin Light Chains). A cabeca é
a regido de interagdo com os microtubulos, ou dominio motor (HIROKAWA, 1989
SCHOLEY et al, 1989). As principais fungées desempenhadas pelas cinesinas
constituem transporte de vesiculas ao longo de microtubulos e a segregacéo de
cromossomos na mitose (MANDELKOW & HOEGER, 1999).
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FIGURA 2

Esquema estrutural da cinesina citoplasmatica, constituido por duas cabecas
globulares (dominio cabega ou motor), um dominio pescogo (ou haste), e dois
dominios cauda. (http://www.blocks.fhcre.org/i~kinesin/KinesinStructure. ht mL)

Diversas subclasses de cinesinas foram formadas com base nas
diferencas de direcionalidade, posicdo do dominio motor (préximo ao dominio
aminoterminal, ao carboxiterminal ou intermediario) e pela composigdo das
subunidades (mondmeros, homodimeros, heterodimeros, heterotrimeros, e assim
por diante). No entanto a marioria das cinesinas tem um dominio pescogo em a-
hélice que atua como um transdutor de forca, e um dominio cauda que liga as
cadeias leves e conecta o complexo a carga a ser trasnportada (MANDELKOW &

HOEGER, 1999).
A dineina axonemal foi primeiramente descoberta como uma ATPase

que tem um papel essencial no batimento de cilios e flagelos. S&o na verdade
ATPases que executam o movimento de deslizamento entre microttibulos que séo
fundamentais para a motilidade ciliar e flagelar (GIBBONS & ROWE, 1965). Nove
microtubulos duplos externos suportam os bragos da dineina que s&o presos em
um anel por ligagoes entre 0s pares de ligagbes chamados nexina. Na maioria
dos casos este anel esta ao redor de um nicleo de dois microtibulos formando a
estrutura axonemal conhecida de 9 + 2 (figura 3).

A classe das dineinas citoplasmaticas foi descoberta em 1987. Esta
dineina possui duas cadeias pesadas de 530 kDa, trés cadeias intermediarias de

74 kDa cada, e quatro cadeias intermediarias leves de 50 a 60 kDa cada (figura
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4), movendo-se ao longo de microtibulos da extremidade + para a -, sendo assim

chamado de motor para transporte axonal retrogrado (PASCHAL et al 1987: LYE
et al, 1987; SCHNAPP & REESE, 1989).

b) Axonema .

Microtubules

Microtibulos
! centrais

Membrana
plasmdtica L

Bracos
dinein

Corpo Basal Figure 1

FIGURA 3

' i BN 2 | de cilio. Note que pode ser
a) Micrografia eletrénica de uma secgao tran§versa
S/is)to 0s bgrjagos de dineina e as ligagdes de nexina. (b) Esqu_ema da estrutura de um
http://anatomy.utmb.edu/cellbio/Cilia.htm | b =

http://micro_magnet.fsu.edu/cells/animals/ciliaﬂagella.ht mL)

axonema. (a -

A dinactina € um largo complexo de subunidades consistindo de no
minimo sete polipeptideos distintos variando em tamanho de 22 a 150 kDa
(HOLLERAN et al, 1998). Esta foi primeiramente demonstrada ser requerida para

transporte in vitro medidado por dineina, e apenas agora acredita-se que ela é

requerida para a maioria, ou todas atividades celulares mediadas por dineina

citoplasmatica.
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FIGURA 4

Representacao esquematica da dineina citoplasmatica e complexo com dinactina.
A dineina citoplasmatica esta ligada com cargas membranosas indiretamente
através de interagdes com receptores de membrana, “ankyrin’, “spectrin’,
filamento Arp-1-actina, dinamitina, p150. (HIROKAWA, 1998).

As miosinas constituem uma enorme classe de proteinas responsaveis

por funcdes dependentes d
intracelular e produgio de extensoes citoplasmaticas

o citoesqueleto de actina, como por exemplo

citocinese, trafego
As miosinas foram descobertas como uma unica

requeridas para movimento.
de biologia molecular tem

musculo, porém estudos genéticos e

proteina de
a de miosinas que possuem um dominio motor comum

revelado uma diversa famili

As miosinas do tipo I| foram definida
e os outros tipos sao coletivamente referidos como

(figura 5) s como convencionais (miosina de

classe Il), enquanto qu
miosinas n&o-convencionais (TITUS, 1997). Todas as classes identificadas sé&o
s com base na comparagdo da seqiiéncia de seus

dominios motores, Mas nada € conhecido sobre as propriedades
maioria destas miosinas (MERMALL et al, 1998).

empiricamente definida

mecanoguimicas da

-0_
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FIGURA 5
Estrutura esquematica das moléculas de miosina [, Il e V. Os dominios motores

sd0 mostrados em vermelho, as cadeias leves em amarelo e as a-helices (coiled

coil) em verde. (http://motility_york.ac.uk/chimaera.sht mL)

As miosinas estao atualmente divididas em 18 classes, tendo apenas a

sequéncia primaria que corresponde ao dominio cabega altamente conservada

(THOMPSON & LANGFORD, 2002). Todas miosinas conhecidas tém no dominio

motor, uma ou mais copias de uma sequiéncia consenso chamada “IQ-motif”, que
um sitio potencial para a ligagdo de
na especificas, que geralmente s&o

proteinas ligantes de Ca”* (LARSON,

tem o padréo IqxxxRGxxxRxxY e é
calmodulina efou cadeias leves de miosi

pequenas, acidas e membros da familia de
1996). A dimerizagdo, como no caso das miosinas convencionais, & dependente

da propriedade que alguns dominios cauda possuem em formar uma estrutura

coiled-caoill.

As miosinas de classe | sdo altame
nterage com proteinas sinalizadoras

nte conservadas e possuem um

dominio SH3 (Src homology domain 3), que i
EVANGELISTA et al, 2000).

e com a montagem de actina (
abeca ou dominio motor contém o0s

Nas miosinas de classe V o dominio ¢

sitios para ligagao de ATP e actina, localizados
da qual é um potencial sitio para

na regido N-terminal da molécula.

A regido do pescogo possui 6 “|Q-motifs”, ca
ligacdo de uma cadeia leve (LARSON, 1996). Dados bioquimicos tém mostrado
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que na auséncia de Ca®*, calmodulina co-purifica (LARSON et al, 1992) e co-

imunoprecipita (BROCKERHOFF et al, 1994) com miosina V. A regido da cauda

também possui uma estrutura em “coiled-coil”, intercalada com regides
globulares. A primeira destas regides globulares contém uma sequéncia PEST

(uma sequéncia rica em residuos P, E, S e T) que é associada com alvos

protéicos de protedlise por calpaina.

Fragmento da cabega criado
com calpaina — 65 kDa

“Coiled-coil” g
]
Q

] PEST Site =" |
Coitred-woil (?) 1 Fragmento da cauda creado
N com calpaina— 80 kDa
“Spllcing

s. Alternativo

Z

FIGURA 6

Modelo da estrutura de uma miosina V com seis cadeias leves ligadas ao dominio
pescogo do lado de cada cadeia pesada.

http://www.blo.umass.edu/wdah/web/cell motil/myosin_v_1.jpg

SISBI/UFU
210966
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4. CAPITULO 1:
PRECIPITACAO DE MIOSINA V

DE CITOSOL DE CEREBRO DE RATO
POR CONGELAMENTO
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1. INTRODUGAO

S&o definidas como ATPases as enzimas que catalisam a quebra de
ATP em ADP e Pi (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996). As ATPases podem
ser divididas em duas classes, as ATPases de membrana e as ATPases soltveis.
Dentre as ATPases de membrana temos as transportadoras de ions como as
Ca®*-ATPases que estdo envolvidas na regulagdo da concentracdo de Ca2*
intracelular e sdo constituidas por uma Unica cadeia polipeptidica de 134 kDa com
sitio de ligagdo a calmodulina (CARAFOLI, 1997), e as Na'/K'-ATPases que sdo
responsaveis pelo transporte ativo de sodio e potassio pela membrana e
constituidas por subunidades o de 113 kDa e B de 35 kDa, ou 54 kDa quando
glicosiladas (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994). A ATPase FiF.-ATPase, que
sintetiza ATP na fosforilagdo oxidativa, quebra ATP em situacdes in vitro onde as
subunidades estdo separadas (WEBER & SENIOR, 1997). As ATPases soliveis
compreendem algumas ecto-ATPases que podem quebrar tanto nucleotideos tri
como difosfato (PLESNER, 1995), e os chamados motores moleculares, que

utilizam a energia da quebra do ATP para trabalho mecanico.
Dentre os motores moleculares destacamos a familia das miosinas que

constituem proteinas motoras dependentes do citoesqueleto de actina.
Descobertas como uma proteina motora de musculo, sabemos hoje que das 18
classes de miosina identificadas 3 j& foram isoladas de cérebro e caracterizadas,
sendo elas as miosinas de classe I, 1l e V. As miosinas do tipo | sdo constituidas
por uma cadeia pesada unica de 110-140 kDa (CONZELMAN & MOOSEKER,
1987), as do tipo Il possuem 240 kDa (MARUTA e KORN, 1977), e as do tipo V
tem a cadeia pesada de 190 kDa ligante de calmodulina (LARSON et al 1988).
Recentemente em nosso laboratdrio obtivemos uma fragdo enriquecida
em atividade Mg2*-ATPésica que tinha como principais polipeptideos um de 160
kDa e um de 54 kDa. PINHEIRO (2001) homogeneizava cérebros, previamente
congelados em freezer -80°C, em tamp&o contendo inibidores de proteases
usando potter de vidro. Em seguida centrifugava o homogeneizado a 50000g por
40 minutos, descartando o precipitado e aplicando o sobrenadante em coluna de

SP-Sepharose. Apos fracionamento do “flow trough” com sulfato de amonio, a

-17-



fracdo soluvel era aplicada em coluna de Q-Sepharose. Este procedimento inicial

nos dava uma fragdo ATPasica no “Flow trough” da ultima coluna, indicando que

a mesma nao se ligava a resinas catibnicas e anionicas.
Uma vez que o congelamento dos cérebros causa a formacao de

Cristais de gelo que rompem os lisossomos liberando proteases (DIGNAM, 1990),
alteramos nosso protocolo, no intuito de minimizar a degradagio protéica de
nosso material por proteases, homogeneizando os cérebros frescos, logo apds a
extracdo dos mesmos, centrifugando a 45000g por 40 minutos e congelando a
fracdo soltivel em freezer -20°C. Este trabalho teve como objetivo isolar ATPases
a partir da fracdo soltvel 45.000xg (40 minutos) congelada obtida de cérebros
frescos de rato e comparar com a ATPase isolada por PINHEIRO (2001) e com

outras ATPases descritas na literatura.

2. MATERIAL E METODOS

3.1 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ATPASICA

A atividade ATPasica foi determinada pela quantificagéo do fosfato
inorganico (Pi) liberado pela hidrolise de ATP, usando o método colorimétrico de
HEINONEN & LAHTT! (1981). Os ensaios foram feitos a 37°C em duplicatas com
volume final de 200 ulL, e quantificado no comprimento de onda de 355 nm. O
meio de reacdo para atividade Mgz*—ATPésica foi: Imidazol HCl 26mM pH 7,5,

DTT 1mM, EDTA 1mM, KCl 60mM e MgCl> 4mM.

3.2 DOSAGEM DE PROTEINAS

As concentragbes de proteinas nas fragdes de interesse foram

determinadas segundo o método descrito por BRADFORD (1976), usando como
padrio a albumina de soro bovino (BSA). Aliquotas das respectivas fragbes foram

previamente diluidas para 100 pl com agua deionizada e posteriormente,
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finalizando com a adicdo de 3 mL de Reagente de Bradford. As determinagdes

foram realizadas em duplicatas, lendo-se em espectrofotémetro no comprimento

de onda de 595 nm.

3.3 ANALISE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO DE S6pIo (SDS -

PAGE) E WESTERN BLOTTING

O perfil eletroforético de polipeptideos das fragdes foi analisado em gel
de poliacrilamida 10 e 12% com SDS utilizando o método de tamp&o descontinuo

de LAEMMLI & FAVRE (1973) e o sistema de placas empregado por STUDIER

(1973).
O método de imunoblotting baseado no método descrito por TOWBIN

et al (1979), com alteragbes de voltagem e concentracdes de reagentes para
ajuste as marcas de materiais e equipamentos usados neste trabalho. Os
anticorpos primarios utilizados foram contra: cabeca de miosina V de cérebro de
galinha (400 pg/ mL) e miosina Il de plagueta humana (400 pg/ mL). Ambos
estdo em diluigdo de 1:2000. O anticorpo secundario utilizado foi anti-coelho,

conjugado com fosfatase alcalina (AP) e em diluicdo de 1:7500.

3. RESULTADOS

Ratos adultos foram anestesiados com eéter comercial e sacrificados por
decapitacdo, sendo seus cérebros extraidos imediatamente, lavados em solugao
salina gelada e colocados no tamp&o de homogeneizagzo (Imidazol-HCI 50 mM
pH 8,0, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, Sacarose 250 mM, DTT 1 mM, benzamidina

1 mM, aprotinina 1% e calpastatina 1pJ/ mL). Cerca de 25¢g de cérebros foram

homogeneizados em 30 mL deste tampao, usando Potter (Pyrex), em gelo a fim

de se evitar degradagao de proteinas. A fragéo homogeneizada era centrifugada a
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45.000g por 40 minutos (centrifuga Sigma modelo 3K30), sendo a fragéo soltvel

(81) congelada em freezer a -20°C, e a fragéo precipitada descartada.

A fracdo S1 foi descongelada ap6s um minimo de 48 horas, no momento
de comecar um novo experimento. Esse descongelamento foi realizado com
banho em &gua na temperatura ambiente (cerca de 10 minutos). Apds
descongelamento, S1 foi centrifugado a 45.000g por 40 minutos, resultando em
duas fragdes, S2 e P2. A fragdo P2 foi ressuspensa em tampé&o | (Imidazol 20
mM, EDTA 1 mM e DTT 0,1 mM) num volume 3 vezes menor que S1, em seguida
novamente centrifugado a 45.000g por 40 minutos. Resultando novamente em

duas fracées, S3 e P3. P3 foi ressuspenso em tamp&o | no mesmo volume de P2

(fluxograma 1).
Na figura 4 podemos comparar atividade Mg*'-ATPésica especifica da

fracdo S1' que era obtida anteriormente com cérebros congelados e da recente
fragdo S1 que era obtida imediatamente apds extracéo dos cérebros. Nota-se que

a nova fracdo S1 apresenta atividade Mg>'-ATPasica especifica maior que a

fracdo S1’ abtida a partir de cérebros congelados.
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Fluxograma 1: Preparagéo da fracdo ATPasica

25g Cérebros
/ ¢ Imidazol-HCI 50 mM pH
. 8,0
ados >
Homogenetz « EDTA 10 mM
. ¢ EGTA10mM
45000xg 40min e Sacarose 250 mM
l___—J—————l o DTTImM
e Benzamidina 1 mM
S1 Pl
-20°C por um minimo de 48hs r‘ ' \ ad
S1 congelado Banho temperatura ambiente
v (cerca de 30°C)
S1 descongelado
v
45000xg 40min
$2 T
eImidazol-HCI 20 mM _
eEDTA 1 mM 45000xg 40min

eDTT 0,1 mM ‘

oImidazol-HC1 20 mM
oEDTA 1 mM
oDTT 0,1 mM
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Comparando a fragdo S1 antes e apos congelamento (figura 5), notamos
que ndo ha queda aparente da atividade Mg?*-ATPésica de S1 apos ser congelado.
Analisando o SDS-PAGE de S1 antes e apds congelamento também nao notamos
nenhuma mudanga no perfil eletroforético da fragdo congelada (figura 6). Em
seguida centrifugamos S1 para retirar algum material precipitado devido ao
congelamento. Assim obtivemos S2 e P2. Na figura 7 podemos comparar a fracéo
81, e a segunda fragao soltvel obtida S2. Quando comparamos as fragdes S2 e P2,
notamos que P2 era altamente enriquecida em atividade Mg*-ATP&sica e com
poucas bandas polipeptidicas em SDS-PAGE corado com coomassie blue (figura 8).
A Tabela | mostra que S2 possui 10 vezes mais proteina do que P2, mas sua
atividade total é apenas cerca de 2 vezes maior que em P2. A frag&o P2 foi entdo
ressuspensa em tampao e novamente centrifugada, gerando S3 e P3. Na terceira e
Ultima centrifugacdo, aproximadamente 24% da atividade total segue para S3, e os
76% restantes ficam em P3. A fragdo P3 apresenta purificagdo da atividade
especifica de cerca de 20 vezes, € aproximadamente 2,3% da proteina total.

Analisando o SDS-PAGE das fragbes notamos que em P3 temos, 3
bandas principais: Uma de aproximadamente 205 kDa, outra de 57 kDa e uma
outra de 45 kDa (figura 8). Notamos também que a banda de 205 kDa est3
presente em P3, mas quase néo é perceptivel em S3, onde a atividade € cerca de 5
vezes menor. Os polipeptideos de 57 e 45 kDa estdo distribuidos entre S3 e P3,
indicando ndc serem estes 0s responsaveis pela atividade ATPasica. Uma
observagédo importante a ser feita & que o polipeptideo de 205 kDa tem um Mr similar
a da cadeia pesada de miosina Il e V e que o polipeptideo de 45 kDa tem um Mr

similar a actina, uma proteina do citoesqueleto que coopurifica com miosinas.
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FIGURA 4: Atividade Mg?*-ATPasica do sobrenadante 4500 ' ;
de cérebro fresco ou ?:ongelado 00 40 minutos obfido
5 ul das fragdes foram incubados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reagéo |
(Imidazol 25 mM pH 80, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCl; 4 ml\(;l) A
reacdo foi iniciada pela adicao de 1 mM de ATP, e interrompida pela adigéo de 2 th
de solucéo de dosagem. ST’ indica a fragdo obtida a partir de céerebros congelados e
S1 a fragdo obtida a partir de cérebro fresco, ambas obtidas por centrifugagéo a

45000xg por 40 minutos.
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FIGURA §: Atividade Mg?*-ATPasica de S1 antes e apos congelamento
bados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reagéo |
DTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCl; 4 mM). A
rompida pela adigdo de 2 mL
de congelar e S1-c indica a

5 ul das fragdes foram incu
(Imidazol 25 mM pH 8,0, DT
reacao foi iniciada pela adigéo
de solugdo de dosagem. S1-fin
fragdo S1 apds congelamento.

T1mM E
de 1 mM de ATP, e inter

dica a fracdo S1 antes
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FIGURA 6: SDS-PAGE da fragdo S1 antes e apds congelamento
Foram aplicados em gel 10% aproximadamente 15 ug de S1-f e S1-c. “P” se refere ao

vadrao SDS.6H SIGMA, S1-f indica a fragéo S1 fresca, S1-c indica a fragdo S1 apos
indicados as massas moleculares correspondentes

congelamento, e a esquerda estao
e, fosforilase b, albumina bovina, ovoalbumina e anidrase

(miosina, B-galactosidas
carbénica respectivamente). O gel foi corado com coomassie blue R-250.

100~ ~14000
8 10500 i
&= 757 > | Atividade
§_ E ' s < especifica
8 2 ] | 38 A
£ [ L7000 S8 —_1Atividade Total
g5 ™ | 39
S £ : | 3'g
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FIGURA 7: Atividade Mg?'-ATPasica de $1e S2
ados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reagao |

10 pL das fragdes foram incub

(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCl> 4 mM). A
reacdo foi iniciada pela adi¢ao de 1 mM de ATP, e interrompida pela adicao de 2 mL
de solugao de dosagem.
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TABELA | — Purificagdo da ATPase
Ativid. Espec. Rendimento  Furificac&o

Proteina total Ativid. Total

"$1] 250,90 3487,51 13,90 100,00 1,00
S2| 141,79 5276,38 37,21 56,51 2,68
P2| 1385 224246 161,87 5,52 11,65
S3| 976 502,51 51,46 3,89 3,70
P3| 582 1601,76 275,31 2,32 19,81
[ mg nmPimin ___nmPimg/imin % vezes (x)

20 pL das fracdes foram incubados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reagéo |
(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCl; 4 mM). A
reacéo foi iniciada pela adigdo de 1 mM de ATP, e interrompida pela adicdo de 2 mL
de solugdo de dosagem. Proteinas foram dosadas pelo Méetodo de BRADFORD

(1976),

Observando os resultados obtidos com SDS-PAGE e salientando a
presenca de uma banda com Mr similar a miosina, Nosso proximo passo foi analisar
a presenca desta proteina (miosina il e V) na fraggo P3, através de “Western
Blotting”. Assim, testamos dois anticorpos, anti-miosina V (cabega) e anti-miosina I.

O ensaio com o anti-miosina V mostrou a marcagdo de uma banda
polipeptidica com Mr similar a da miosina V e algumas bandas inferiores (figura 9). O
polipetideo de 205 kDa néo foi reconhecido pelo anticorpo anti-miosina i, porém
temos indicacdo de que a qualidade do nosso anticorpo estava comprometida, uma
vez que nossa fragdo S1, que teoricamente possuia miosina |, também néo foi
marcada pelo mesmo. Este problema necessariamente € a nivel de anticorpo
primério, uma vez que o anticorpo secundério usado é o mesmo usado na marcagio
com anti-miosina V. Este anticorpo também n&o reconheceu a miosina Il presente no

padrio de massa molecular usado (SDS-6H).
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FIGURA 8: SDS-PAGE da preparagio da fracdo ATPasica
Foram aplicados em gel 12% aproximadamente 15 ug de S1, 17 pg de S2, 13 ug de

is indi incipai lipeptidios da
P2, 9 ug de S3 e 5 ug de P3. As setas azuis indicam os principais poliper
fragéoulg& “P” se ref(;% ao padrdo SDS-6H SIGMA, e a esquer@a estédo lndlgados as
Mmassas moleculares correspondentes (miosina, _ﬁ-galactosu_dase, fosforilase bz
albumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbénica respectivamente). O gel foi

corado com coomassie blue R-250.
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FIGURA 9: Imunoblotting de $1 e P3

Foram aplicados em gel 12% aproximadamente 15 ug de S1 e 5 pug de P3. O gel foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose, sob uma amperagem de 400mA,
por aproximadamente 12 horas. "A” se refere ao ensaio com anti-miosina I, “B” ao
ensaio com anti-miosina V e “C” ao gel transferido para blot. “P” se refere ao padrao
SDS-6H SIGMA e a esquerda estdo indicados as massas moleculares
correspondentes  (miosina, B-galactosidase, fosforilase b, albumina bovina,
ovoalbumina e anidrase carbdnica respectivamente). O blotting foi revelado com

fosfatase alcalina.

4.1 Tratamento de P2 com Triton X-100

a conforme descrito anteriormente, sendo tratada com

A fragao P2 foi obtid
). Apds esse tratamento, a mesma erd centrifugada a

0,2% de Triton X-100 (Sigma
45.000g por 40 minutos, resultando tambem em duas fragdes, S3 e P3.

Analisando o SDS-PAGE das fragoes submetidas ao ensaio com Triton X-
100 (figura 10), observamos qué O perfil eletroforético € semelhante ao obtido com o

a 8), porém notamos que a fragao S3 possui mais bandas,

experimento normal (figur
m entre S3 e P3. A fragao P3 apresenta-se mais limpida e

que antes se distribuia
que incluem oS polipeptideos de 205 kDa e 45 kDa,

com definicdo de bandas
salientando-se que 0 polipeptideo de 57 kDa solubiliza-se quase que inteiramente,

passando entédo a S3.
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FIGURA 10: Tratamento de P2 com Triton X-100
Foram aplicados em gel 12% aproximadamente 15 ng de S1, 17 pg de S2, 13 ug de
As setas azuis indicam os principais polipeptidios da

P2, 9 ug de S3 e 5 ng de P3.
fragdo P3. “P" se refere ao padrao SDS-6H SIGMA, e a esquerda estao indicados as
massas moleculares correspondentes (miosina, B-galactosidase, fosforilase b
albumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica respectivamente). O gel foi

corado com coomassie blue R-250.

A fi

S3 e P3 praticamente se equivalem a atividade d
indicando que a atividade € dividida entre as duas fragoes. Podemos comparar

também as atividades especificas de p3 obtido com e sem Triton X-100 para

ressolubilizar P2. Notamos que a fracao P3 sofre um decréscimo de sua atividade
4 vezes em relagao ao experimento controle.

gura 11 mostra a atividade de P2, S3 e P3. Notamos que a SHERELIDCLS
e P2 no experimento controle,

Mg2*-ATPasica especifica de mais de

Uma possibilidade deste decréscimo
hipotese ensaiamos

pode ser a propria adigao de Triton X-100 ao
experimento. Para verificar €ssa a atividade Mg®*-ATPasica de

P3 na presenga de Triton X-100, notando que 0 me
atividade Mg?*-ATPasica de P3 (figura 12). Supondo que parte da atividade Mg**--

ATPasica de P2 possa ter solubilizado em S3, dialisamos a fragdo S3 para retirada
do excesso de Triton X-100. Porém a fragdo S3, apos submetida a dialise de 4

a atividade ATPasica (figura 13).

smo é um forte inibidor da

horas, nao recupera su
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FIGURA 11: Atividade Mg?-ATPasica da fragcao P3 obtida com e sem Triton X-
100 , : -
\ 10 minutos, em meio de reagac |

2 5 m incubados a 37°C, por
(ng%L cas fragc;\is i"f)irg 0. DTT 1 mM, EDTA 1 mM,'KCI 60 mM, MgCl, 4 [nM). A
. [ ~azol-.‘2_5'm p | . Idi 0 de 1 mM de ATP, e interrompida ~pela adicdo de 2
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FIGURA 12: Efeito de Triton oc por 20 minutos, em meio de reag&o |
15 g (+4) de P3 foram incubados & SED%AP1 M. KCl 60 mM e MgCl, 4 mM),

(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 M™% dicado. A reagdo foi iniciada pela adigéo

o, onde | -
adicionando-se Triton X-100 O-’g,l/opgla adicao de 2 mL de solugdo de dosagem. As
- C
de 1 mM de ATP, e |nterrompi_réo calculado com N de 3.

barras de erro indicam erro pa4
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FIGURA 13: Efeito da dialise ¢ s e

iali 4 hora
15 +4) de S3, com ou sem dialise de
mint?o(& e')m meio de reagéo | (Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KC|

- ¢ iniciada pela adigdo de 1 mM de ATP, e
60 mM e MgCl, 4 mM). A reagdo foi inicia AT
interromp?ida %elg adigéo) de 2 mL de solugao de dosagem. As barras de erro indicam

erro padrao calculado comn de 3.

Para fins d comparagao alguns experimentos foram iniciados utilizando-
ara fins de ,

os em ni
geneizados € centrifugados por 45000g por 40

anio liquido. No moment
se cérebros previamente congelad trogénio liquid o da

4 0
extracio, eram descongelados, hom

minutos. Apos centrifugacéo, @ fragao
r cong
guidos conforme O protocol
d4 a informagéo de que a atividade Mg®*--

g1 destes experimentos era novamente
omer amento PO elamento, por um minimo de 48 horas,
metida a armaz o comum descrito

novamente descongelados € S°

anteriormente. A analise da figura 14, nos palr 2
ATPasica especifica de P3é pastante prejudicada d

de cérebros congelados, sofrend

o o material & proveniente

o um decréscimo de quase 3 vezes.
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FIGURA 14: Comparagdo da atividade especifica das fragoes P2 e P3
Preparadas a partir de cérebtr)o?j frescc;s;oeC Ct;f:)?i'gdgisn v
2 5 incubados a ) ' agao |
(ﬁq%:z%r’,'szgam sp{?rgf?), Tt M, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgClz 4 mM). A
reacéo foi iniciada pela adicao de 1 mM de_AT_P, e mterron;p[da p?la adicao de 2 mL
de solugdo de dosagem. AS barras de erro indicam erro pa rao calculado com n de 3
para ensaio controle e n de 2 para ensalio com cérebros congelados.

4. DISCUSSAO

e a fracdo soluvel de cérebro (S1) era obtida a partir de

s cérebros de ratos Wista

0°C. No momento da prepa
gados 2 45000g por 40 minutos. Segundo DIGNAM

to, tem algum deterioramento devido a

Anteriorment )
r adultos eram extraidos e

cérebros congelados. O i
racdo eram descongelados,

congelados em freezer 8
homogeneizados e centrifu
(1990), tecidos estocados POr congelamen

mogeneizar cérebros de rato, imediatamente apds a

Des amos a ho i
ta forma, pass s6 assim congelando (S1).

rifugando em seguida €
a degradagao de nosso

elamento dos céreb
ro urante o descond .
proteases atuem d to de cerca de 2 vezes da atividade de S1 quando

A figura 4 mostra um aumen

extracs smos, cent i i
¢ao dos me material evitando que as

Assi s minimizar -
m, tentamo ros no protocolo anterior.
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congelado apds homogeneizagao dando uma certa base a nossa hipotese, pois
isso pode ser devido & degradagdo de enzimas AT Pasicas pela liberacdo de

proteases no rompimento dos lisossomos.
Andlise em SDS-PAGE da fracdo P3 indicou a presenca de 3 principais

polipeptideos (figura 8): um de 45 kDa, um de 54 kDa e um de alta massa molecular

(205 kDa) que em Western blotting (figura 9) foi marcada pelo anticorpo anti-miosina

V, indicando a presenga deste motor molecular na fragdo. A marcagao de muitas
bandas na regido do p olipeptideo de 205 kDa pode indicar um grau de degradacgéo,

onde diversos polipeptideos podem estar sendo formados através de degradagéo de

um polipeptideo origem. Uma evidencia de que nosso problema néo era marcagéo

mento de uma unica banda na altura de 205 kDa em S1, o

Cruzada, é o reconheci
que indica um alto grau de especificidade do nosso anticorpo. Apesar desta forte

evidencia da presenga de miosina V em P3, @ fragéio ndo apresentou atividade Mg™-
ATPasica estimulada por ca? e por Ca?*/Calmodulina, e também néo apresentou

atividade K*-EDTA-ATPasica significante (ver capitulo 2), sendo uma possibilidade
da causa da perda destas atividades, 0 tratamento de congelamento da fragao

ssa fracdo (na presenga de actina e outras

soltivel. Porém nas condigdes de no
na V somente apresentasse baixos niveis de

Proteinas), era possivel que miosi
dito por ESPINDOLA em comunicagao

atividade K'-EDTA-ATPasica, COMO NnoS foi

oral.
para a purificagdo de miosina V indicam o uso de

Os métodos descritos

m esta molécula, facilitando assim o isolamento da

condicdes que precipite
mesma. ESPINDOLA et al (1992) ufilizou dialise por
descrito por COELHO & L ARSON (1993) usou 0,6M de NaCl como processo para
V. Neste trabalho comparamos estes protocolos com o
e uma fracdo rica em miosina V a

20 horas, enquanto que o

Precipitar miosina
desenvolvido em nos
ento da fragéo soluvel d

PAGE por ESPINDOLA et al (1992) mostra que
_100) possul inimeras bandas que n&o s&o

(mesmo apés tratamento com Triton X

Notadas em nossa fragdo P3, porém a banda de 54 kDa notada. no gel de P3 ndo
esta visivelmente presente. A frag@o precipitada com NaCl, e rica em miosina V,
descrita por GOELHO (1994) € CHENEY et al (1993)
bandas nao observadas na fracao P3 deste trabalho.

o) |gboratorio, que obtev
e cérebro de rato. Analise em SDS-

Partir do congelam . _
a fragédo rica em miosina V

possui também diversas



Semelhante a ESPINDOLA et al (1992) e COELHO & LARSON (1993)

usamos Triton X-100 numa tentativa de aumentar o grau de purificacdo da nossa

fragdo. Este passo foi feito pois esse detergente solubiliza outros polipeptideos

presentes em preparagbes de actomiosina, mas ndo solubiliza miosinas. Apesar

de ESPINDOLA et al (1992) e COELHO & LARSON (1993) usarem a

concentracédo de 1% para Triton X-100, escolhemos a concentragéo de 0,2% pois

foi observado que esta era suficiente para inibir consideravelmente a atividade
Mg?*-ATPasica de nossa fragéo. Observando a analise do SDS-PAGE da fragéo
100 (figura 10), notamos que O polipeptideo de 57 kDa é
¢do precipitada. A fragdo

tratada com Triton X-
solubilizado e praticamente desaparece da fra
precipitada com NaCl n&o solubilizada com triton X-100, estudada por CHENEY et

al (1993), possui um perfil polipeptidico muito semelhante ao encontrado neste

trabalho quando obtemos a fragdo P3 através de tratamento com triton X-100.
A figura 11 mostra uma comparagéo entre a atividade Mg**-ATPasica

das fragdes do ensaio controle e do ensaio com Triton X-100, onde podemos notar
na atividade de P3 apds tratamento, indicando que o

uma queda significativa
tividade Mg?*-ATPasica Porém

polipeptideo de 57 kDa tem participagéo ativa na a
a atividade da fragdo S3 nesse processo néo & acrescida, o que indica que este

polipeptideo néo participa da atividade Mg**-ATPasica. E importante salientar que

a atividade perdida de P3 apds tratamento,

No entanto a causa da perd
100, pode ser uma inibigdo pelo proprio triton X-

30 de cerca de 70% da atividade Mg® -

ngo passa a S3, nem mesmo apos
diglise (figura 12). a de atividade Mg**-ATPasica de P3
ap6s tratamento com Triton X-
100. Na figura 13 observamos uma

ATPasica de P3 normal, quando sup

Os principais polipeptideos, 160 e 5
isolada por PINHEIRO (2001), nao foram observados na fragdo P3, porém S3 possui
ar semelhante ao polipeptideo de 160 kDa referido.

inibi¢
metido a 0,2% de Triton X-100.
4 kDa, observados na fracdo ATPase

uma banda com massa molecul

Ensaios usando cérebros previamente conge
Jade Mg? ATPasica de P3 esta 3 vezes menor que P3

glém de diferencas marcantes em SDS-PAGE (n&o

lados mostraram-se diferentes dos

ensaios controles, onde @ ativi
do ensaio controle (figura 14)

mostrado).
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5. RESUMO

Pode-se obter Miosina Il e V a partir de fracdo soluvel de cérebro através

de dialise ou tratamento com aita concentracdo de sal. Nesse trabalho miosina V

de cérebro foi isolada utilizando o congelamento como meétodo de precipitago.
Nossos procedimentos foram extracdo de cérebro de rato, homogeneizagao
imediata em tampé&o (Imidazol-HCl 50 mM pH 8,0; EDTA10 mM; DTT 1,0 mMe

inibidores de proteases), centrifugacéo a 45000g por 40 minutos a 4 °C e

congelamento da fragdo soluvel a -20
-se uma nova centrifugagéo a 45000g por 40

°C. Apés um minimo de 48 horas

descongelou-se essa fragdo e seguiu
oC. Ressuspendeu-se a frag@o precipitada e realizou-se uma nova

as mesmas condicoes supracitadas. A fragé@o precipitada &
+ ATPasica e apresentou trés polipeptideos
de alta massa molecular que é

minutos a 4
centrifugagdo, sob
enriquecida em atividade Mg?

principais fortemente corados em SDS-PAGE. Um
marcado com anticorpo especifico para miosina V em ensaio de Western-Blotting

e outros dois de 57 kDa e 49 kDa. A andlise de SDS-PAGE do tratamento da
100, mostrou que 0 polipeptideo de 57 kDa foi solubilizado,

fracdo com triton X-
polipeptideos de alta massa molecular e o

encontrando-se no precipitado 05
polipeptideo de 45 kDa. A atividade Mg*-ATPasica desse precipitado é trés

vezes menor que O precipitado obtido sem triton X-100. Isso nao é devido a
solubilizagdo do polipeptideo de 57 kDa, mas 0 fato de triton X-100 ser um forte
inibidor da atividade Mgz*-ATPésica de nossa fragéo. Essa fragao pode ser obtida
de modo mais simples que outros métodos descritos na liter.
de miosina V. Nesse trabalno descrevemos um método simples para obter
ma fragao soltvel de cérebro de rato.

atura para a obtengao

miosina V a partir de U

6. ABSTRACT

d a fraction from cat brain cytosol, with Mg?*-ATPasic

Mr similar to myosin heavy chain. Our
omogeneizing them on buffer (50

We recently obtaine
activity and a main polypetide with "o
procedings are extrate rat brain, ! mMediately
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mM Imidazol pH 80, 10 mM EDTA, 1 mM DTT and protease inhibitors)

centrifuged at 45.000g for 40 minutes and freezing the soluble fraction at -20°C.
After at least 48 hours we defreeze this fraction and follow a new centrifugation at
45.000g for 40 minutes that give us two fractions, a soluble fraction and a
precipited fraction. After ressuspending our precipited fraction, we procede a new
centrifugation at 45.000g for 40 minutes, obtaining again two fractions, a soluble
and a precipited. That precipited fraction is enriched with Mg**-ATPasic activity
and shown two main polypetides in SDS-PAGE analisis: 57 and 45 kDa apart from
the high molecular weight polypeptide similar to myosin. That high molecular
weight polypeptide was marked with anti-myosin V in the Western Blotting assay.
SDS-PAGE analisis of the treatment of the fraction with Triton X-100, show that
the 57 kDa polypeptide is solubilized, standing in the precipited the high molecular

weight polypeptide and the 45 kDa polypeptide. The Mg?*-ATPasic activity of this
lower than those precipited obtained without Triton X-100.

Precipited is 3 times
ptide, but the fact of Triton X-

This is not because solubilizing the 57 kDa polype
+_ATPasic activity of our fraction. Our fraction

100 be an strong inhibitor of the Mg®
i activity by Ca** and calmodulin, and

do not shown stimulation of the Mg®**-ATPasi
_EDTA-ATPasic activity when compared with the Mg?*-ATPasic

tained simpler than others methods described in
k we described a simple method for

has only a low K*
activity. This fraction could be ob
literature to obtaining myosin V. In this wor
obtaining an fraction enriched of Mg?®'-ATPasic activity and western blotting assay

show that myosin V is one of the main polypeptides in that.
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5. CAPITULO 2:

CARACTERIZAGAO PARCIAL
DE MIOSINA V OBTIDA POR

CONGELAMENTO DE CITOSOL
DE CEREBRO DE RATO

~-38 -



1. INTRODUGAO

Segundo KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK (1996), ATPases sio enzimas
Que hidrolisam o ATP liberando ADP e Pi. Diversos critérios podem ser usados
Para g identificacdo de uma ATPase, dentre eles a caracterizagio enzimatica. As
ATPases podem ser divididas em ATPases de membrana e sollveis. Dentre as
ATPases de membrana temos aquelas cuja fungéo € transportar ions através da
Membrana, como a Ca®*-ATPase e a Na'/K'-ATPase. As Ca*-ATPases possuem
Sua atividade dependente de Ca®* e estimulada por calmodulina (CARAFOLI,
1997), enquanto as Na'/K*-ATPases possuem sua atividade inibida por ouabaina
€ digitonina (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994). Outra ATPase de membrana é a
FiFo-ATPase, cuja atividade é fortemente inibida por fluoreto de aluminio 0,1 mM

€ fluoreto de sadio 5 mM (LUNARD! et al, 1988).
As ATPases soliveis incluem algumas ecto-ATPases e motores

Moleculares. As ecto-ATPases podem ser divididas em ectonucleotideo-
difosfohidrolase (ecto—ATPDase) e ectonucleotideo-trifosfatase (ecto-ATPase). As
€cto-ATPDases quebram nucleotideos tri e difosfatos, enquanto as ecto-ATPases
Quebram apenas nucleotideos trifosfato (PLESNER, 1995). Ambas s&o inibidas
por Triton X-100, e s&o diferenciadas entre si pela inibicdo por azida, uma vez
que apenas as ecto-ATPDases sdo inibidas por azida 10-20 mM (PLESNER,

1995). Dentre os motores moleculares destacam-se as miosinas, as cinesinas e
18 classes e 3 destas ja foram

as dineinas. As miosinas estdo divididas em
isoladas de cérebro, as do tipo (I}, () e (V). Todas as miosinas possuem sua
porém algumas carcateristicas as diferem entre

atividade estimulada por actina, 2 AT
Si. As miosinas do tipo | possuem alta atividade Ca“-ATPasica e K'/EDTA-

ATPasica se comparadas a atividade Mg”-ATPasica, e ndo possuem
especificidade de substrato, quebrando diversos nucleotideos trifosfato
(BARYLKO et al, 1992). As miosinas do tipo Il também possuem atividade
K/EDTA-ATPasica (MARUTA € KORN, 1977). Segundo E:SPINDOLA et al
(1992) as miosinas do tipo V ndo apresentam atividade K'/EDTA-ATPasica
Consideravel na presenca de gctina, porém NASCIMENTO et al (1996) mostraram
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@ presenca de atividade K'/EDTA-ATPasica alta nessas condi¢ées. As miosinas V
POssuem também sua atividade Mg*-ATPasica, na presenca de acting

estimulada por Ca®* e por Ca®*/Calmodulina (ESPINDOLA et al, 1992).
As cinesinas possuem alta atividade Mg**-ATPdsica na presenca de

Microtibulos, mas na auséncia de microtdbulos a atividade Ca*-ATP4&sica &
Maior, além de possuirem também sua atividade Mg**-ATPasica inibida por forga
i6nica e concentracdes de vanadato maiores que 50uM na presenca de

Microtibulos (KACHAR et al, 1987; COHN et al, 1987). A dineina citoplasmaticas
POssui sua atividade Mg>-ATPasica inibida por vanadato 10uM e por N-
etilmaleimida 1 mM. hidrolisando mais GTP, CTP e TTP do que ATP (SHPETNER

etal, 1988).
Nosso objetivo neste trabalho foi analisar, em diferentes condicées de

ensaios a atividade ATPasica da miosina V de cérebro de rato obtida por

congelamento.

2. MATERIAL E METODOS

3.1 DETERMINAGAO DE ATIVIDADE ATPASICA

ATPasica foi determinada pela quantificacdo do fosfato

A atividade
inorganico (Pi) liberado pela hidrolise de ATP, usando o método colorimétrico de

HEINONEN & LAHTT! (1981). Os ensaios foram feitos a 37°C em duplicatas com
nto de onda de 355 nm. Os

Volume final de 200 uL, e quantificado no comprime
Meios de reagéo foram: atividade Mg?'-ATPasica: Imidazol HCl 25mM pH 7,5,
DTT 1 mM, EDTA 1mM, KCI 60mM e MgCl, 4mM; atividade Ca®-ATPasica:
Imidazol HCI 25mM pH 7.5, DTT 1mM, EDTA 1mM e KCI 60mM e CaCl, 2mM:;
atividade K*/EDTA-ATPésica: imidazol HC1 25mM, DTT 1mM e EDTA 2mM.
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3.2 DOSAGEM DE PROTEINAS

As concentragbes de proteinas nas fragbes de interesse foram

determinadas segundo o método descrito por BRADFORD (1976), usando como

padrdo a Albumina de Soro Bovino (BSA). Aliquotas das respectivas fragbes

foram previamente diluidas para 100 uL com &
finalizando com a adigdo de 3 mL de Reagente de Bradford. As determinagées

foram realizadas em duplicatas, lendo-se em espectrofotémetro no comprimento

de onda de 595 nm.

gua deionizada e posteriormente

3.3 ANALISE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DoDECIL SULFATO DE SopIo (SDS -

PAGE)
deos das fragdes foi analisado em gel

O perfil eletroforético de polipepti
com SDS utilizando 0 método de tampé&o descontinuo de

de poliacrilamida 10%
LAEMML] & FAVRE (1973) e o sistema de placas empregado por STUDIER

(1973).

3.4 ENSAIO DE DIGESTAO PROTEOLITICA COM TRIPSINA
ncreas bovino (Sigma) para os ensaios de

Foi usado tripsina de pa
dicéo de tripsina e 20 mM de

i iniciado com a @

digestéo enzimatica. O ensaio 0
das com aprotinina 1% e gelo. Apds o

70C, e finaliza

célcio, & temperatura de 3
4 era ensaiada para quantificagéo de atividade Mg®*-

ensaio de digestdo, a amostr
ATPasica.

£ CEREBRO DE RATO
m anestesiados com éter comercial e
érebros extraidos imediatamente

3.5 OBTENCAO DE MIOSINAD

Ratos wistar adultos fora
o seus C

Sacrificados por decapitaf}éo: send
colocados No tampéo de homogeneizagdo

lavados em solugdo salina gelada €

(Imidazol-HC] 50 mM pH 8.0: EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, Sacarose 250 mM,

DTT 1 mM, benzamidina 1 mM, aprotinina 1% e calpastatina 1ul/ mL). Cerca de

25qg de cérebros foram homogeneizados em 30 mL deste tamp&o, usando Potter
e evitar degradagdo de proteinas. A fragéo

(Pyrex), em gelo a fim d& ®
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homogeneizada era centrifugada a 45.000g por 40 minutos (centrifuga Sigma

modelo 3K30), sendo a fragdo soltvel congelada em freezer a -20°C, e a fragdo

precipitada descartada.
A fracdo S1 foi descongelada apds um minimo de 48 horas. Esse

descongelamento foi realizado com banho em agua na temperatura ambiente
(cerca de 10 minutos). Apds descongelamento, S1 foi centrifugado a 45.000g por

40 minutos, resultando em duas fracdes, 52 e P2 (ver fluxograma no capitulo 1).
A fracéo P2 foi ressuspensa em tampéo | pH 8,0 (Imidazol 20 mM, EDTA e DTT

0,1 mM) num volume 3 vezes menor que S1, em seguida novamente centrifugado

a 45.000g por 40 minutos. Resultando novamente em duas fragdes, S3 e P3. P3

foi ressuspenso em tampéo | no mesmo volume de P2.

3. RESULTADOS

31 Atividade Mg®-ATPésica e Ca”-ATPasica de P3

Em geral, motores moleculares e outras ATPases necessitam de

Cations divalentes para sua atividade ATPasica. A fragéo P3 possui cerca de 70%
de atividade CaZ*-ATPasica em relagao a Mg®*-ATPasica (figura 4). Apesar de P3
possuir atividade tanto na presenca de Ca”", como de Mg*', na presenca dos dois
Cations juntos, ndo houve soma dessas atividades.

32  Efeito de Ca* e Calmodulina na atividade Mg*’ATPasica de P3

de Mg®-ATPasica estimulada por

5 V apresenta sua ativida
+ Diferentemente dessa ATPase, P3 néo

A miosin .
calmodulina (CaM) e dependente d@ Ca

e 2
apresentou estimulagdo de sud atividade Mg

(figura 5).

+ ATPasica por célcio e calmodulina
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i 37°C, P M e MgCl, 4
1 ram |nCubadOS a TA 1 li KCI 60 mM e MgULlz
> HO (t4) de P3 19 H 8,0, DTT 1 mM, El iniciada pela adi¢éo de 1 mM de

contendo Imidazol 25 mM pH = 50 foi i
MM ou CaCl, 2 mM onde |nd|cago.2AmrLe?j§ei  lucdo de dosagem As barras de erro
digao ae

ATP, e interrompida pela @

1 o mn de 3t
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C
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S
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<
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L=
2+ jsica de P3
. e Mg’*-ATPasica
2 g calmodulina na athldzaUdmmgtos, em meio de reagao
FIcUra 5: Efeito de C3 incubados 2@ 37°C, pngA 1 mM, KCI 60 mM e MgCl2 4
15 ug (+4) de P3 foram | 1T 1 mM’de indicado. A reacao foi iniciada pela

contendo Imidazol 25 MV P~ i modulina on 5o de 2 mL de solugéo de
mM, CaCl,2 mM e/ou ZA‘PMF? d: in?errompidad %%Iac a?g&f:;; com n de 3.
adicdo de 1 mM de '~ o erro padr

ndica

dosagem. As barras de e
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3.3 Atividade K*-EDTA-ATPasica de P3

As miosinas caracterizam-se por possuir alta atividade ATPasica na
(0,6M), e auséncia de cations divalentes. A

presenca de alta concentragéo de KClI
dade K*-EDTA-ATPasica em relacdo a atividade

fragdo P3 apresentou baixa ativi

2+ ..
Mg?*-ATPasica, porém ndo nula (figura 6).

100- ]
9
)
\o
o
-
< 50-
()}
o
©
=
g 25
S 25-
<
0 KCl 60mM KCI 600mM

Mg?*

FiGURA 6: Atividade K'-EDTA-ATPasIC2 de P3 |
15 g (+4) de P3 foram incubados g 57°C, por 20 minutos, em meio de reagao |
(Imidazol 25 mM pH 8,0 DTT 1 mM, EDTA 1 mM,_K_CI 60 mM+e MgCl, 4 mM) para
determinacsio da atividé de M 2+_pTPasica. A _allwdade K'-EDTA-ATPasica foi
determinada utilizando-se .5 de reagéo |l (Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM,
EDTA 1 mM) contendo KCI 60 mM ou 600 mM conforme indicado. A reacéo foi
iniciada pela adigdo de 1 mM de ATP, € interrompldaﬂ pela adicédo de 2 mL de
solucéo de dosagem. As parras de efro indicam erro padrao calculado com n de 3.

3.4 Efeito de Fluoreto de Aluminio sobre @ atividade M92+-ATpésica

de P3

), um analogo do fosfato inorgénico, 6

talisam a hidro
M. a fragéo P3 nao mostrou

de gluminio (AiF3
que ca
gluminio 1,25 M
2+_pTPasica,

O fluoreto .
lise de nucleotideos.

conhecido por inibir diversas enzimas
Na presen¢
de sua atividad

a de fluoreto de
ficando entre 10 e 25% de

Nibicgo significativa e Mo
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feito dos ions separadamente foram

inibicao (figura 7). Como controle para O €
(AICI) e F~ (NaF) na atividade Mg**-ATPasica

analisados também o efeito de Al
de P3.

3.5 FEfeito de Vanadato de sodio sobre a atividade M92+-ATPéSica

de P3

ianion, com semelhanca em forma, tamanho e carga

O vanadato € um OX
o inorganico. O vanadato é

com jons fosfato, sendo assi
oria sobre varias

o vanadat

m um analogo do fosfat
ATPases, apesar de haver diferenga

conhecido por sua acao inibit
s ATPases @

ca do ion vanadato (fi
to analisadas

o A fracdo P3 mostrou apenas

entre a sensibilidade dessa
com inibigéo de 10 a 25%

A
uma leve inibiggo na presen gues 8).
(0,05, 0,2e 1 mM).

em todas as concentragdes d€ vanada

1251
X 1000 —] J, - -
©
L
\% L
o 75-
=
<
3
& 50-
S
o
ol
<< 25
L B T W Mg? IAIF
0--—— M92+/A| Mg ,F 3

Mg?*

o tividade Mg”" -ATPasica de P3
FiGura 7: : oreto dé Aluminio sobre a atih ) )
5 ugA(1.4 Egen;?)dfol::r:] - ipados 8 37°C, por 2% m;(n(t;JltoSs(j ?ann;ell\(;l dCel ria(r,:’a |
(Imidazol o H 80, D 1 mM, EDT N 5 mM onde indic g i\ i
o zol 25 mM pH 80, P00 05 mM e AlFz 1,20M n a icado. reagao
i cionando-se NaF 2, , P e interrompida pela adigio de 2 mL de
i iniciada pela adig&0 drao calculado com n de 3.

. dicam erro pa
soluggo de dosagem. AS barras de e indicam
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36 Efeito de Azida sobre a atividade Mg*'-ATPasica de P3

Azida tem conhecido efeito inibitério sobre atividade Mg®*-ATPasica de

F1-ATPase. A fracdo P3 ndo mostrou qualquer inibic&o por azida (fig 9).

T O - e
o

2\0’
© /5-
i
(7]
«o
a
-
< 50-
()]
k]
(Y]
S
>
s 25
<
A B
oL — ~ Van50uM  Van200uM  Van 1000 M

Mg?* o ,
FIGURA 8: Efeito de Vanadato de sodio sobre a atividade Mg
iy r 20 minutos, em meio de reag¢ac |
M, KCI 60 mM e MgCl,; 4 mM), com
eacao foi iniciada pela adi¢do de 1
de solugdo de dosagem. As barras

*-ATPasica de

15 :~cubados a 37°C, PO
1g (+4) de P3 foram In i, EDTA 1 m

(Imidazol 25 mM pH 8,0, DT oy A

Navo, 50, 200 ou 1000 mM onde .'“ggci;’"z' :mr
MM de ATP, e interrompida pela adig me nde 3.
de erro indicam erro padréo calculado ¢

125+

~
a
1

Atividade ATPasica (%)
(8]
(=]

N
()}
1

| 2 ’/Jm de P3
Mg2* - 2+ _ATPasica de
Ficy . i+0 de Azida sobré a atividade M920 minutos, em meio de reacao |
15 P Eieiles incupados & 37°C, pmlrw KCI 60 mM e MgCl2> 4 mM), com
(Im}(;g (+4) de P3 :‘023381 ! TT 1 mM, EDTA 1‘n:ja'pela adicéio de 1 mM de ATP, e
Idazol 25 mM Y 2 foi inicia S
Azida 1 mMm g'nd: indicado. A rfa‘?ao oy 2 e dosagem. As barras de erro indicam
Interrompida pela adigéo de
€rro padrao calculado com N ¢ - 46 -
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3.7 Atividade enzimatica de P3 frente a outros substratos

Dineina citoplasmatica hidrolisa mais GTP, TTP, UTP e CTP que ATP,

Dessa forma buscamos

diferentemente das cinesinas e dineina axonemal.
iferentes substratos. A fracdo P3

Caracterizar a atividade enzimatica de P3, frente a d
orém hidrolisou também ADP e GTP,

Mostrou preferéncia pela hidrolise de ATP. P | |
em niveis de cerca de 40 e 60% da atividade ATPasica, respectivamente (figura 10).

Também foi analisado o efeito de outros analogos de ATP sobre a
atividade Mg2*-ATPasica de P3. Nesse estudo, notamos uma inibicdo de cerca de

50% na atividade ATPasica de P3, quando adicionado AMP-PNP 1 mM (figura 11).
Também foj observado na figura 11 que a atividade GTPasica parece somar-se a
atividade ATPasica, quando 0S dois substratos estdo presentes. Foi notado um

- PP
Aumento da atividade ATPasica, Nd presenga de

100-
00 g
9
8 75
;Og- .
N
i 50
s | L
T
1]
ke
>
2 25-
<
W .
ol fn 0 IUE ¢ & &L

Q :
R © &

v & R
K9

a outros substratos

r 20 minutos, em mMeio de reagéo |
KCI60 mM e MgCl; 4 mM), com o
o foi iniciada pela adigéo da
de dosagem. As barras de

) te
FIGURA 10: Atividade enzimatica de: 1:33;;%" po
15 ng (t4) de P3 foram "”CUDadﬁ/f EDTA 1 mM, .
(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 M ~1e 1 mM. A reacac
respectivo substrato na Concentra-lg'o de 2 mL de soiugao
fraco P3, e interrompida pe'@ adlg&:;om nde 3.

©rro indicam erro padréO calcu!ado
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2004 T

Atividade ATPasica (%)
—

100-
N ¥
; ol | .,
&Q QQ ‘bb @Q Qe xQQ é
v v 9 <X R Q"
R i &
v XO v &Q"
Q v
&

Pi na atividade Mg?*-ATPasica de P3

Ficu - Efei ideos e P )
RA 11: Efeito de nucleot! 379C, por 20 minutos, em meio de reagéo |

151g (+4) de P3 foram incubados a

Meig s DTA 1 mM, KCI 60 mM e MgCl> 4 mM), com
\iMidazol 25 mM pH 8,0, DTT :ram'a?\dc; Se 1 mM. A reacdo foi iniciada pela adic&o da
¢ 30 de dosagem. As barras de

ATP 1 mM e efetor na concen !
fraggo P3 e interrompida pela adi¢do de 2 mL de solu¢
lado com n de 3.

o indicam erro padréo calcu

L. 2+ , a
3.8 Efeito de cations divalentes na atividade Mg~ -ATPasica de P3

2+_pTpasica de P3 frente a adicdo de cloreto de

vidade Mg
Testamos a ativ! ), sulfato de zinco (ZnS0a) e sulfato de

(FeSOs4
as o cation Fe?* provocou significativa inibicao

Cobalto 1) (CoCly), sulfato ferroso
de 45% da atividade (figura 12).

Cobre 1| (CuSOQ,). Notamos que aPen

inibindo cerca
Na atividade Mg®*-ATPasica de P3, rnrbrndo' .
m responsaveis

Os jons ¢ Ca ford
u Zn e (a
, : te. Usamo
a . 0% respectivamen
Proximadamente 25, 10 € 207 fim de fazermos uma curva de inibicao

de Fe?* ng atividade Mg”-ATPaSIC2 de P3, @

. . ue a inibigdo se @
Por Fe?* Notamos na figura 13 9 ogando quase a 100% na concentragdo de 10
M, C

por inibicbes mais leves, de
s diversas concentragbes

presenta a nivel de 50% numa

Concentracso menor que 1M
MM de Fe?*.
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FIGURA 12: Efeito de cations divalente . a0 oo, i sk Wi nsscdn |

15 +4) de P3 foram incubados a 37°C, por KCI 60 mM e MgCl, 4 mM). com

(lmil(;gz(o] 2)5 eM H 80 DTT 1 mM, EDTA 1 mM, de indicado. A reaco foi iniciada

OS res sy tp ons ,né concentragéo de 1. mM O,n adicdo de 2 mL de solugéo de
pectivos catl TP e interrompida pela adi¢ e

Pela adicdo de 1 mM de ATP, rio calculado com n de 3.

- . . ad
dosagem. As barras de erro indicam €rro p

125]

100+

~
4

a
o

Atividade ATP4sica (%)

X 1 i [Fe2+] (mM)

: 2_ATPasi P3

+ vidade Mg~ -ATPasica de
ntragao de Fe®' na ag‘(’; minutos, em meio de reagao |

FIGURA 13; Efeito da conce o @ 37°C, pOr 20 IO, Tk 4 mi, o
1oug (+4) de P3 foram mCUT1 mM, EDTA 1m "cado A reacao foi iniciada pela
(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 T2 27 nde e B e SR 5
S respectivas concentf‘Tagoe: interrompida P2
adicdo de 1 mmM de ATP.
dosagem.
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3.9 Ensaio de digestao proteolitica de P3

Este ensaio mostrou que a atividade ATPasica de P3 sofre um grande
¢éo (T1), tendendo a se

decréscimo mesmo com alguns segundos de incuba
ximadamente 20% da atividade

estabilizar ao longo de 15 minutos, com apro
S-PAGE que nos primeiros tempos, o

original (figura 14). Notamos também em SD
ntado ao longo de 15-30 mins (figura

perfil polipeptidico ja & semelhante 80 aprese
15), com apenas algumas bandas resistindo a digestdo proteolitica.

100+ {’/'
X
.g 754
(72}
£
< 50- SR
o
(1]
=
b
rsd
< 254
0 = ’—_T———J 15 30
. slise (minutos)

Tempo de Prote
2+ _pTPasica de P3

Fi . Bt - Gi -
GURA 14: Efeito de tripsind m tripsina (em tempoSs diferentes) foram incubados a

15 ug (+4) d ieri :
ug (+4) de P3 digerido €O" % | (Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM
7°C, por 20 minutos, em M0 de reagdo L { de incubagéo se refere ao tempo

SD.TA ! . KCI 60 mM MgCl2 ztrz“ﬁ);lojw;}?;ggo P3 sem incubagéo com tripsina.
& incubacao com tripsina em minuto rompida pela adigdo de 2

P, e inte
reagéio foi iniciada pela adi?® % M AT
ML de solucao de dosagem:

na atividade Mg

=80 =



205 +»

116 >
97 >
66 =
45 >
29 >
pN 1 1530
io de digestao proteolitica de P3

FIGURA 15: SDS-PAGE do ensa
;oram aplicados em gel 12% aproximadamente 5 ug de P3, em seus respectivos

mpos de incubagdo com tripsina. “P” sé refere ao padrao SDS-6H SIGMA, "N a
fragdo P3 sem incubagdo com tripsina e @ esquerda estdo indicados as massas
mol_eculares correspondentes (miosina, ﬁ.galactosidase, fosforilase b, albumina
bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica respectivamente). O gel foi corado com

coomassie blue R-250.

3.10 Estabilidade da atividade Mg*-ATPasica de P3 quanto ao

tempo
atividade Mg -ATPasica de P3, até 12 dias apos o
). Observamos queé nossa fragao

ca de 4°C (geladeira
erdendo apenas cerca de 35% da

Analisamos a
Preparo, mantido a cer
POssui uma boa estabil
atividade, ao fim de 12 dias

idade enzimatica, P

(figura 16).
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FIGURA 16: Estabilidade da atividade Mg?-ATPasica de P3 |
20 minutos, em meio de reacéo |

15 g (+4) de P3 foram i 37°C, por

1 ram incubados & .
(idago! %5 0 D oD, DTT 1 mM, 3T TA 1 mM, KCI 60 mM e MaCl: 4 mM). A
reacéo foi iniciada pela’ adiggo de 1 mM de ATP, € interrompida pela adicéo de 2 mL
de soluggo de dosagem.

4. DISCUSSAO

sol de cérebro de rato possul
2*_ATPasica quando

gelamento de €10
% de atividade Ca

Um fato importante € que
ndicando a

A fraggo P3 obtida por con
atividade Mg?-ATPésica & cered 9° 7

CoOmparado com a atividade |V|92+"D‘TPé'sica
quan
o catalitico par

(figura 4)-

tions estao presentes, i

duas atividades. Diferente do
Presenca de um unico siti a @

- = s 2+

encontrado por ESP|NDOLA et al (1992)l nossa fragao nao teve a atividade Mg“ -

g [ rvado a semelhanga

ATPasica estimulada por G2
de baixos niveis de atividade K
Esta fragdo nao sofreu inibiga

. 30 O
de aluminio, como observado pela fracad
nadato (

N0 apresenta inibigdo PelC jon va i
Por SHPETNER et al (1988) nas dineinas citop

- . dois ca
as atividades n&o se somam do os ¢!

*/EDTA—ATPésica nes
o da qtividade M9
ptida Por PINHEIRO (2001). Também

50, 200 € 1000pM),
smaticas de cérebro, que s&o

2+_pTPasica por fluoreto

como observado
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inibidas por vanadato 10pM e as cinesinas convencionais que séo inibidas por

concentragbes de vanadato superiores a 50uM. Nao foi observada também

inibicdo por azida 1 mM (figura 7), conhecida por inibir FiF,-ATPase como
mostrado por LUNARDI (1988) e ecto-ATPDases. A fracdo P3 hidrolisou ATP

), porém quebrou GTP (60%) e ADP (40%), lembrando

preferencialmente (figura 8
ca se somam guando os dois substratos

que as atividades ATPéasica e GTPasi
ra a existéncia de dois sitios cataliticos ou de duas

estéo presentes, apontando pa
enzimas distintas ou ainda que néo usamos uma concentragéo suficiente para

saturar a enzima fazendo com que a mesma apenas hidrdlise os dois
nucleotideos normalmente. AMP-PNP (1 mM) inibiu a atividade Mg**-ATPasica de

P3 em cerca de 50% (figura 9). BARANANO et al (2000) reportaram um
transporte de Fe? dependente de ATP no qual concentragdes maiores que 40uM
de Fe?* jnibem este transporte € consequientemente esta atividade. Foi observada
. que foi responsével por uma inibicdo de cerca

uma inibico significativa por Fe?
de 50% da atividade Mg?-ATPasica de P3 (figura 12) e possuindo um Ki de
menos de 1 mM (figura 13). Outros cations ndo inibiram a atividade de Mg?*--

ATPasica de P3.
Ensaios de protedlise de p3 por tripsina m
odo o polipeptideo de 205 kDa e o

que 1 minuto séo suficientes para degradarem t !
polipeptideo de 57 kDa, oMo observado em SDS-PAGE  (figura 13),
Permanecendo praticamente intacto o polipeptideo de 45 kDa, porém tempos
anescentes cerca de 25% da atividade Mg%'—

P3 é muito estavel ao tempo,

ostrou que tempos menores

Superiores a 30 minutos deixam rem

ATPasica de P3. A figura 14 mostra que a fragézo o .
Perdendo apenas cerca de 30% da atividade Mg -ATPasica ao fim de 12 dias a

4°C.
Nossa fragao possui caracteristicas enzimaticas distintas de vérias
ATPases conhecidas, ainda necessitando de outros passos de purificagdo que

a amostra, facilitando andlises e
aumentem o grau de

Comparag6es com outros métodos de obten

pureza de noss
cdo de miosina V.
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5. REsumo

através de congelamento, uma fragéo

Recentemente obtivemos,
2+ ATPasica a partir de citosol de cérebro de rato.

enriquecida em atividade Mg
s, um com alta massa

Analise em SDS-PAGE mostrou trés principais polipeptideo
a e outros dois com massa molecular

molecular similar a cadeia pesada de miosin
olipeptideo de alta massa molecular foi

de aproximadamente 57 e 45 kDa. Op
ra miosina V. Nosso objetivo neste trabalho

marcado com anticorpo especifico pa
ade ATPasica dessa fragdo. A atividade Mg?'-

© a caracterizagdo da ativid
ATPa4sica desta fracdo nédo aumentou por acréscimo de ions célcio nem por ions

T .. 2+ s .
calcio e calmodulina simultaneamente. A atividade Ca”'-ATPasica foi cerca de

80% da atividade Mg?'-ATPasica. Os niveis de atividade K'/EDTA-ATPasica
o da atividade Mg*-ATPasica por

foram baixos, Também néo ocorreu alteraga
uoreto de aluminio. Vanadato (50,200 e

cloreto de aluminio, fluoreto de sédio ou fl
mM) também n&o inibiu essa atividade. Essa fragao

ntretanto hidrolisou ADP (40%) e GTP
2.5,3,5. AMP-PNP, inibiu a atividade
1mM inibiram cerca de 50%

1000 uM) ou azida (1
apresentou especificidade para ATP, e
(60%), mas nao AMP, AMP-PNP, PP, ADP

Mg>*-ATPasica. Concentragdes de Fe?* menores qué o
da atividade Mg**-ATPasica de P3, o que néo foi observado pelos cations cobre,

cobalto ou zinco. A digestao protéica por tripsina mostrou uma perda da atividade
€ uma degradagéo do po“peptl’deo de alta massa mO'eCUlar, mantendo intacto o

Polipeptideo de 45 kDa. A miosina V obtida p N
Ca®/Calmodulina e nao expressou atividade K /[EDTA-ATPasica.

or congelamento néo foi sensivel a

6. ABSTRACT

4 a fraction enriched of Mg?'-ATPasic activity from rat

gDS-PAGE show threé main polypeptides: a high
ide similar 10 myosin, 57 and 45 kDa. The high
ked with anti-myosin V in western biotting
ation of the Mg”-ATPasic activity by

We recently obtainé
brain cytosol. Analysis by
Molecular weight polypept

Molecular weight polypeptide was mar

imul
assay. Qur fraction does not show stimu
-54 -



Ca®, neither by Ca?" and calmodulin. It has about 80% of Ca**-ATPasic activity
Wwhen compared to the Mg?*-ATPasic activity. It has only low K*-EDTA-ATPasic
activity levels. There is no alteration of the Mg?*-ATPasic activity by aluminum,
fluor, or aluminum fluoride. Vanadium (50, 200 e 1000uM) or azide (1 mM) does
not inhibit the Mg**-ATPasic activity too. This fraction has a preference for ATP,
however hidrolyses ADP (40%) and GTP (60%) too, but not AMP, ADP2,5-35,
AMP-PNP and PPi. AMP-PNP, an analog of ATP, inhibit the Mg*-ATPasic
activity. The Mg?*-ATPasic activity suffer a inhibition by Fe?* (1 mM) at about 50%,
but not by with Cu®*, Co*, 7Zn** and Ca®. Protein digestion assay by tripsin show
a loss of activity and a degradation of the high molecular weight polypeptide, but

the 45 kDa polypeptide still intact in the fraction. In this work we obtained a
fraction enriched with Mg**-ATPasic activity, that we tried to make a preliminar

Characterization.
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6.CONCLUSAO GERAL
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Neste trabalho purificamos parcialmente, através do congelamento de
0, um polipeptideo de alta massa molecular que reagiu

citosol de cérebro de rat
ifico para miosina V. A atividade ATPasica dessa fragcdo

com um anticorpo especifi

pPossui algumas propriedades distintas de miosina V.
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7.ANEXOS
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ANEXO 1 — DETERMINAGAO DE ATIVIDADE ATPASICA

saios de atividade Mg*-ATPasica, @S amostras foram

Para os en
(meio de reagao l).

incubadas em meio dé reacao especifico

Imidazol-HC! 25 mMpH 7.9
EDTA 1 mM

DTT 1 mM

MgCl2 5 mM

KCi 60 mM

Estes ensaios foram iniciados pela adicéo de 20ul de ATP 10 mM com
o volume final fixo em o0yl Apos @ adiggo de
penodo de tempO pre—determlnado

incubado a uma temperatura de 37°C por um
ubagao, foram acrescentados 2 mL de

r o tempo de inc

ATP, este fol imediatamente

de 10 minutos. Ao encerra

solugao de dosagem AAM:

e 2 volumes de acetona . y
e 1 volume de molipdato d€ e amonio 10m

« 1 volume de &cido gulfarico
mo foi agitado por cerca de

Ao s€ acrescentar a solucé
itrico 1 M, seguindo por

15 segundos em vorte 00 pi de acido Ci

a, fazia-s€ um controle, onde O

Para fins de analisé d
ncubagéo € antes de adicionar a

o. Todos ensaio
a de 355 nm em

nova agitacgéo de cerca de 10

g foram realizados

solugio AAM, evitando @ hidrél'
e bsorbanCl
m duplicatas, © foram an

s de uartzo.
espectrofotometro (HITACHl U o cubetas 429

pi, onde diversas concentragdes
e 0a250 nmoles, foram
te que nesta faixa, @
e Pi (figurd 1). Os resultados

ao calculo da atividade

de fosfato diacido dé potass
analisadas ao espectrofotometr
absorbancia aumenta hnearmente

das leituras, em nmoles de Pi, ford

especifica em nmoles d€ pj por M
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10 R’=1.00

0,8
[

o
(®)]
|}

e
£
9
® 04
[72] [ ]
o]
<
0,2
| |
| |
0,0 -
T T T T T T T T v
0 50 100 150 200 250
[Pi] (nM)

Ficura 1 Curva padrio de fosfato (Pi), com coeficiente de linearidade (R%)

ANEXO 2 - DosacEM DE PROTEINAS
nas fracbes de interesse foram

As concentragbes de proteinas
(1976), usando como

determinadas segundo o método descrito por BRADFORD
Padrao a albumina de soro bovino (BSA). Aliquotas das respectivas fragées foram

Dreviameme diluidas para 100 pL com agua deionizada e posteriormente,
ﬁnaHZandO com a adicao de 3 mL de Reagente de Bradford. As determinagées

foram realizadas em duplicatas, lendo-se em espectrofotémetro no comprimento

de onda de 595 nm.

Reagente de Bradford:

100mg de Coomassie Blue G

* 50 mL de etanol 95%
* 100 mL de &c. Fosforico 85%
-062-



* volume total de 1000 mL

Os valores encontrados para 0s ensaios foram comparados a uma
Curva padrao (figura 2) construida através de diferentes concentracdes de BSA (

25 1g) para a determinagdo grafica da concentragéo de proteinas neste ensaio

R’=0,997

08-

n
G
0,6 -

0,55‘ |

0,4

0,3 - s

Abs (355 nm)

02

0,1

T -

-0,1 . : i : . - -
0 5 10 15 20 25 30

[BSA] (ng)

- . 2
FiGura 2 Curva padrao de proteina (BSA), com coeficiente de linearidade (R”)

ANEXO 3 - SDS-PAGE / WESTERN BLOTTING

GE foi realizada em placas de vidro e ceramica

A analise em SDS-PA
d 10 X 10 x 0,06 cm de dimensoes. As amostras analisadas foram preparadas

mostra:
dicionangg 100 plL da fragéo em questdo e 10 ul de Tampdo da a
-03 -



SDS 8,75%

Sacarose 600 mM

Tris HCI 50 mM pH 6,8
B-mercaptoetanol 1,43 M
EGTA-K 10 mM

azul de bromofenol

roximadamente 100°C

As amostras foram aquecidas em seguida a ap

por 2 minutos.

Os géis para andlise foram preparad
itos numa C
ectivos “pogos’ dos geis,

Os géis foram

os em uma cuba de acrilico com

Capacidade para 13 géis. Os géis foram fe oncentragéo de 10%. As
adas nos resp

am - i
oOstras, apds preparadas, foram aplic
jume variavel.

utili . . :
tilizando microseringas (Hamilton), com VO

Mmontados na cuba (Hoefer Mighty Small ll), e como tampdo eletrodo foi usado o

Seguinte protocolo:

Tris-HCI pH 8,3 25 mM
EDTA 2 mM

Glicina 200 mM

SDS 2,5 mM

padrao de massa molecular (SDS-6H, Sigma)
p-galactosidase (116 kDa),
lbumina (45 kDa) e

Foi aplicado também um
miosina (205 kDa),

que contém: cadeia pesada de
a bovina (66 kDa), ovoa

fosforilase-b (97 kDa), albumin

@Nidrase carbonica (29 kDa)
Apos aplicago, ligava-se @ cuba & fonte (BIO-RAD POVEr Poc 1990

onde a eletroforese foi realizada sob uma corrente constante de 25 miliamperes.

Alguns minutos antes da frente de bromofenol sair do gel, este foi retirado €

co 5
rado com solugéo coranté:

e Comassie Brilliant Blue — R-250

° Metanol 50%
* Acido acético 40%

sso de corante por uma solugéo

Posteriormente foi retirado O exce

deSc:orante:

* Metanol 30%
* Acido acético 10%
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), a técnica de imunoblotting pode

Segundo Gershoni € palade (1983
ra a matrix

ser dividi .
ividida em duas etapas: transferéncia da panda protéica do gel pa
especifico. O método de transferéncia

no qual um sanduiche de gel-matrix é
eletrotransferido. A

ead = .
ecoracéo do epitopo com o anticorpo

us : .
ado foi o conhecido como “wet blotting”,

sSubme . .
rso no tampdo de transferéncia para ser

m «BioRad Mini Trans-Blot transfer cell’

ele e
trotransferéncia foi realizada CO

utiliza . - .
ndo-se o seguinte tampao de transferéncia.

e Tris-HCl 15,6 mM
e Glicina 120 mM

a de nitrocelulose Hybond ECL

Géis SDS-PAGE 10% € membran
nsferéncia. Fol

a
(amersham pharmacia piotech) foram utilizados né eletrotra
m fosfatase alcalina que reage com O

utiliz i
ado anticorpo secundario conjugado ¢0
para liberar um

SU i H »
bstrato “bromochloraindoly! phosphaté ~ nitro blue tetrazolium

precipi . .
ipitado purpura escura estavel.

A .
NEXO 4 - DETERMINAGAO DA MASSA MOLECULAR DE POLIPEPTIDEOS

determinar a massa

sua migragao No gel €
massa

SDS-PAGE € frequentemente utilizado Para

m
olecular relativa (Mr) de um polipeptide
po\ipeptideo.

m . . g
olecular dos polipeptideos de interesse foi feita uti
igragéo relativa (Rf) dos

o uma VeZ que
A estimativa do

gera .
Imente proporcional 2 massa do

cali = .
bracdo obtida através de uma curva

olipepti
Polipeptideos presentes NO padrao de
dente. O ca

Cada
massa molecular correspon

€quacao:

" A massa moleular 4° polipeptide? _ 0 de
®itura do Rf do mesmo NO grafico plotado © 0s polipeptldeos do padrad
de grafico plotado de Rf por jog do massa

Mass
a molecular. Um exemplo
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ura 3. E importante lembrar que este tipo de

mol
ecular pode ser encontrado na fig

calculo na s
lo nao e 100% confiével, poi
ram de forma

s alguns polipeptideos mig

andmala.

Log Peso Molecular

R?*=-0,983

4.4-
o 08 10

0,0 0,2 0,4
Mobilidade Relativa (Rf)

F

":‘(;l::ilc\j :d Curva padréo de geterminagao dé massa mqlecular, com coeficiente de

kDa) p e (R2)._ Padroes de massa molecular: cadela pesada de miosina (205

kDa) -galactosidase (116 kDa), fosforilaseP 97 kDa), albumina bovina (66
_ovoalbumina (45 kDa) € anidrase carbonica (29 kDa).

ROTEOLITICA cOM TRIPSINA

AN
EXO 4 - ENSAIO DE DIGESTAOP

que quebra ligagoes especificas entre lisina

A tripsina € uma protease
ro aminoécido. - < de digestao enzi
idos de acordo com uma

matica com

(O_u arginina) e um out

ripsina de pancreas bovin®

Proporgao pré-deﬁnida ponente. Apos @ determinagéo da
.66 -



conce 3 s . ;
ntragdo proteica da amostra, calculavamos uma concentragao 200 vezes

ubada a 37°C com tal concentragao de

m . .
enor de tripsina. A amostra foi entdo inC
ré-definido. po fim deste tempo @

tripsi

fipsina, ¢ 20 mM de calcio, por um tempo P

reacs o ’

acao de digestao era interrompida com aprotinina 1% e gelo. Logo apos ©
ntificagéo de atividade Mg~

ensai ; 2 ;
o de digestao, a amostra era ensaiada para qua

ATPasi
sica, conforme descrito anteriormente.



