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1. Resumo Geral 



Recentemente obtivemos uma fração enriquecida em atividade Mg2+-ATPásica a 
partir de citosol congelado de cérebro de rato. Nosso objetivo neste trabalho foi 
analisar esta ATPase e caracterizá-la. Nossos procedimentos foram extração de 
cérebro de rato, homogeneização imediata em tampão Imidazol-HCI 50 mM pH 
8,0; EDTA 10 mM; DTT 1,0 mM e inibidores de proteases (Aprotinina 1% e 
Benzamidina 1 mM), centrifugação a 45000xg por 40 minutos a 4 °C e 
congelamento da fração solúvel a -20 °C. Após um mínimo de 48 horas 
descongelou-se essa fração e seguiu-se uma nova centrifugação a 45000xg por 
40 minutos a 4 °C. Ressuspendeu-se a fração precipitada e realizou-se uma nova 
centrifugação, sob as mesmas condições supracitadas. A fração precipitada é 
enriquecida em atividade Mg2+-ATPásica e análise em SDS-PAGE mostrou três 
principais polipeptídeos, um com alta massa molecular similar a cadeia pesada de 
miosina e outros dois com massa molecular corrrespondente a 57 e 45 kDa. O 
polipeptídeo de alta massa molecular foi marcado com anticorpo especifico para 
miosina V. O polipeptídeo de 57 kDa foi solubilizado com Triton X-100 0,2%, 
encontrando-se no precipitado os polipeptídeos de alta massa molecular e o 
polipeptídeo de 45 kDa. A atividade Mg2+-ATPásica desse precipitado é três 
vezes menor que o precipitado obtido sem triton X-100. Nossa fração não mostrou 
estimulação da atividade Mg2+-ATPásica por Ca2+ e Calmodulina, tendo apenas 
uma baixa atividade K+/EDTA-ATPásica, quando comparada com a atividade 
Mg2+-ATPásica. A atividade Ca2+-ATPásica foi cerca de 80% da atividade Mg2+- 
ATPásica. Também não ocorreu alteração da atividade Mg2+-ATPásica por cloreto 
de alumínio, fluoreto de sódio ou fluoreto de alumínio. Vanadato (50, 200 e 1000 
pM) ou azida (1 mM) também não inibiu essa atividade. Essa fração apresentou 
preferência de hidrólise para ATP, entretanto hidrolisou também ADP (40%) e 
GTP (60%), mas não AMP, AMP-PNP, PPj, ADP2’5'3,5 AMP-PNP inibiu a atividade 
Mg2+-ATPásica. A atividade Mg2+-ATPásica foi inibida cerca de 50% por Fe2+ 
numa concentração menor que 1 mM, mas não pelos cátions cobre, cobalto ou 
zinco. A digestão protéica por tripsina causou uma perda da atividade e uma 
degradação do polipeptídeo de alta massa molecular, mantendo intacto o 
polipeptídeo de 45 kDa em nossa fração. Nesse trabalho descrevemos um 
método simples para obter miosina V a partir de uma fração solúvel de cérebro de 
rato no entanto não foi estimulada por Ca2+/Calmodulina e não expressou 
atividade K+/EDTA-ATPásica.
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2.1 CÍTOESQUELETO E MOTORES MOLECULARES

As ATPases são enzimas que hidrolisam ATP em ADP e ortofosfato 

(Pi), utilizando a energia liberada para processos metabólicos, transporte de íons, 

movimento e transporte intracelular (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996). As 

ATPases responsáveis pela motilidade celular são conhecidas como motores 

moleculares Um exemplo pode ser dado a partir dos neurônios, células 

especializadas em propagação do impulso nervoso, formadas pelo corpo celular, 

dendritos e um longo axônio. A falta de maquinaria para síntese de proteínas no 

axônio, e também toda a proteína requerida no terminal sináptico precisa ser 

transportado através do axônio depois de terem sido sintetizadas no corpo celular. 

Este transporte é uma das funções dos motores moleculares, que se encarregam 

de levar vesículas cheias de proteínas até o terminal sináptico, através de trilhos, 

que chamamos de cítoesqueleto (HIROKAWA, 1998).

O cítoesqueleto está presente em todo o interior da célula, formando 

uma rede tridimensional de proteínas filamentosas visíveis ao microscópio 

eletrônico Este cítoesqueleto é dividido em três classes de filamentos: os 

microtúbulos (formados por a e P-tubulina), os filamentos de actina e os 

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

composição e função, mas são responsáveis basicamente pela estrutura e 

organização do citoplasma e da célula em si (FAWCETT & JENSH, 1998). Os 

microtúbulos e os filamentos de actina dão suporte para o movimento de 

organelas ou do conteúdo celular (HURTLEY, 1998).

A actina globular em alto número se une entre si em longos polímeros 

em forma de hélice, na presença de ATP, com 6-7 nm de diâmetro, sendo 

chamada então de actina filamentar ou filamentos de actina. A actina filamentar 

por sua vez se liga a uma família específica de proteínas, chamadas miosinas, 

que são motores moleculares que convertem a energia química da quebra do 

ATP em trabalho mecânico, aproveitado para modificação estrutural da mesma, 

que faz com que esta se mova ao longo dos filamentos de actina (HALL, 1998).
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Os microtúbulos, como os filamentos de actina, também se formam a 

partir de unidades monoméricas, de forma regulada, formando porém estruturas 

um pouco mais complexas. Heterodímeros de a e p-tubulina formam o 

microtúbulo, que tem cerca de 22nm de diâmetro. Essa ação de polimerização é 

seguida por uma ação de despolimerização, em ambas extremidades, sendo que 

em uma delas prevalece a polimerização e em outra a despolimerização, sendo a 

primeira denominada como extremidade mais (+), e a outra como extremidade 

menos (-). É importante lembrar que essas ações são continuas. Duas classes de 

motores moleculares estão relacionadas com os microtúbulos, sendo elas as 

cinesinas e dineínas, que também utilizam a energia do ATP para se moverem ao 

longo dos microtúbulos (HIROKAWA, 1998).

Os filamentos intermediários compreendem uma família de estruturas 

com dimensões intermediárias entre actina e microtúbulos (8-10 nm de diâmetro). 

Diversos tipos de unidades monoméricas formam os filamentos intermediários, 

cuja função principal é dar suporte mecânico à célula, e posição a suas organelas. 

Um exemplo é a vimentina, subunidade monomérica de um filamento 

intermediário presente em células endoteliais que circundam vasos sanguíneos e 

em adipócitos, apresentando, portanto forte estrutura mecânica (FUCHS & 

CLEVELAND, 1998).
As cinesinas foram encontradas primeiramente em estudos de 

microscopia eletrônica (EM), que indicaram a presença de estruturas curtas que 

agiam como pontes estruturais entre organelas e microtúbulos. Ensaios de 

motilidade e análises bioquímicas destas estruturas revelaram a presença de uma 

proteína motora direcionada a extremidade + dos microtúbulos, uma adenosina 

trifosfatase (ATPase) de 380 kDa regulada por microtúbulos (HIROKAWA, 1982; 

BRADY & LASEK, 1982; VALE et al, 1985).

-5-
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Figura 1: Três diferentes tipos de proteínas que compõem o citoesqueleto.
As fotos superiores mostram células epiteliais fotografadas após tratamento com 
anticorpos que se ligam e coram especificamente. As fotos inferiores mostram 
cada tipo de filamento visualizado por transmissão (a, b) ou varredura (c). (a) 
filamentos de actina agregados para formar “stress fibers”, (b) microtúbulos 
radiando do centro celular, (c) filamentos intermediários através de todo 
citoplasma(http://www.terravista.pt/bilene/5547/biologia/Celula/Citoes13.htm).

A estrutura da primeira cinesina identificada é composta de duas 

cabeças globulares (10nm de diâmetro), uma haste, e uma extremidade em forma 

de ventilador, possuindo um comprimento total de 80nm (figura 2). As cabeças 

globulares, e a haste, são chamadas de KHCs (Kinesin Heavy Chains), enquanto 

que a cauda em forma de ventilador de KLCs (Kinesin Light Chains). A cabeça é 

a região de interação com os microtúbulos, ou domínio motor (HIROKAWA, 1989; 

SCHOLEY et al 1989). As principais funções desempenhadas pelas cinesinas 

constituem transporte de vesículas ao longo de microtúbulos e a segregação de 

cromossomos na mitose (MANDELKOW & HOEGER, 1999).
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Figura 2

Esquema estrutural da cinesina citoplasmática, constituído por duas cabeças 
globulares (domínio cabeça ou motor), um domínio pescoço (ou haste), e dois 
domínios cauda. (http.7/www.blocks.fhcrc.org/~kinesin/KinesinStructure.ht mL)

Diversas subclasses de cinesinas foram formadas com base nas 

diferenças de direcionalidade, posição do domínio motor (próximo ao domínio 

aminoterminal, ao carboxiterminal ou intermediário) e pela composição das 

subunidades (monômeros, homodímeros, heterodímeros, heterotrímeros, e assim 

por diante) No entanto a marioria das cinesinas tem um domínio pescoço em ct- 

hélice que atua como um transdutor de força, e um domínio cauda que liga as 

cadeias leves e conecta o complexo a carga a ser trasnportada (MANDELKOW & 

HOEGER, 1999).

A dineína axonemal foi primeiramente descoberta como uma ATPase 

que tem um papel essencial no batimento de cílios e flagelos. São na verdade 

ATPases que executam o movimento de deslizamento entre microtúbulos que são 

fundamentais para a motilidade ciliar e flagelar (GIBBONS & ROWE, 1965). Nove 

microtúbulos duplos externos suportam os braços da dineína que são presos em 

um anel por ligações entre os pares de ligações chamados nexina. Na maioria 

dos casos este anel está ao redor de um núcleo de dois microtúbulos formando a 

estrutura axonemal conhecida de 9 + 2 (figura 3).

A classe das dineínas citoplasmáticas foi descoberta em 1987. Esta 

dineína possui duas cadeias pesadas de 530 kDa, três cadeias intermediárias de 

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

chamado de motor para transporte axonal retrógrado (PASCHAL et al 1987; LYE 

et al, 1987; SCHNAPP & REESE, 1989).

Membrana 
plasmática

b) Axoncma

Corpo Basal Figure 1

Braços 
dineín

Microtúbulos

Microtúbulos 
centrais

Figura 3
(a) Micrografia eletrônica de uma secção transversal de cílio. Note que pode ser 
visto os braços de dineína e as ligações de nexina. (b) Esquema da estrutura de um 
axonema. (a - http://anatomy.utmb.edu/cellbio/Cilia.htm | b 
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/animals/ciliaflagella.ht mL)

A dinactina é um largo complexo de subunidades consistindo de no 

mínimo 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 dineína, e apenas agora acredita-se que ela é 

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

citoplasmática.
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Cadeia pesada de Dineína - 530 kDa

(àiltiwi
p135

Ankyrina

Cadeia Intermediária - 74 kDa

Cadeia Intermediária leve - 55 kDa

Dinamitina

Proteína “Capping”

p62
S Espectrina

Figura 4
Representação esquemática da dineína citoplasmática e complexo com dinactina. 
A dineína ctoplasmática está ligada com cargas membranosas ind.retamente 
alratés de interações com receptoresi *i membrana ankynn, spectnn , 
filamento Arp-1-actina, dinamitina, p15O. (HIROKAWA, 1998),

As miosinas constituem uma enorme classe de proteínas responsáveis 

por funções dependentes do citoesqueleto de actina, como por exemplo 

citocinese, tráfego intracelular e produção de extensões citoplasmáticas 

requeridas para movimento. As miosinas foram descobertas como uma unica 

proteína de músculo, porém estudos genéticos e de biologia molecular tem 

revelado uma diversa família de miosinas que possuem um domínio motor comum 

(figura 5) As miosinas do tipo II foram definidas como convencionais (miosina de 

classe II) enquanto que os outros tipos são coletivamente referidos como 

miosinas não-convencionais (TITUS, 1997) Todas as classes identificadas são 

empiricamente definidas com base na comparaçao da sequenca de seus 

, ma<; nada é conhecido sobre as propriedades
domínios motores, mas nau

, • rdo maioria destas miosinas (MERMALL et al, 1998). 
mecanoquimicas da maioria ae»
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Figura 5

Estrutura esquemática das moléculas de miosina I, II e V. Os domínios motores 

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

coil) em verde. (http.7/motility.york.ac.uk/chimaera.sht mL)

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

sequência primaria que corresponde ao domínio cabeça altamente conservada 

(THOMPSON & LANGFORD, 2002). Todas miosinas conhecidas têm no domínio 

motor, uma ou mais cópias de uma seqüência consenso chamada IQ-motif, que 

tem o padrão IqxxxRGxxxRxxY e é um sítio potencial para a ligação de 

calmodulina e/ou cadeias leves de miosina específicas, que geralmente são 
pequenas, ácidas e membros da família de proteínas ligantes de Ca2+ (LARSON, 

1996). A dimerização, como no caso das miosinas convencionais, é dependente 

da propriedade que alguns domínios cauda possuem em formar uma estrutura 

coiled-coil.
As miosinas de classe I são altamente conservadas e possuem um 

domínio SH3 (Src homology domain 3), que interage com proteínas sinalízadoras 

e com a montagem de actina (EVANGELISTA et al, 2000).

Nas miosinas de classe V o domínio cabeça ou domínio motor contém os 

sítios para ligação de ATP e actina. localizados na região N-terminal da molécula. 

A região do pescoço possu. 6 "IQ-motits-, cada qual é um potencial sítio para 

ligação de uma cadeia leve (LARSON, 1996). Dados bioquímicos têm mostrado
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que na ausência de Ca2+, calmodulina co-purifica (LARSON et al, 1992) e co- 

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

também possui uma estrutura em “coiled-coil”, intercalada com regiões 

globulares. A primeira destas regiões globulares contém uma sequência PEST 

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

protéicos de proteólise por calpaína.

Figura 6
Modelo da estrutura de uma miosina V com seis cadeias leves ligadas ao domínio 

pescoço do lado de cada cadeia pesada.
http://wvw.bio.umass.edu/vidali/web/celljnotil/myosin_v_1.jpg

SISBI/UFU
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4. Capítulo 1:

Precipitação de miosina V 
de citosol de cérebro de rato 

POR CONGELAMENTO
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1. Introdução

São 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 solúveis. 

Dentre as ATPases de membrana temos as transportadoras de íons como as 

Ca2+-ATPases que estão envolvidas na regulação da concentração de Ca2+ 

intracelular e são constituídas por uma única cadeia polipeptídica de 134 kDa com 

sítio de ligação à calmodulina (CARAFOLI, 1997), e as Na+/K+-ATPases que são 

responsáveis pelo transporte ativo de sódio e potássio pela membrana e 

constituídas por subunidades a de 113 kDa e 0 de 35 kDa, ou 54 kDa quando 

glicosiladas (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994). A ATPase FiF0-ATPase, que 

sintetiza ATP na fosforilação oxidativa, quebra ATP em situações in vitro onde as 

subunidades estão separadas (WEBER & SÊNIOR, 1997). As ATPases solúveis 

compreendem algumas ecto-ATPases que podem quebrar tanto nucleotídeos tri 

como difosfato (PLESNER, 1995), e os chamados motores moleculares, que 

utilizam a energia da quebra do ATP para trabalho mecânico.

Dentre os motores moleculares destacamos a família das miosinas que 

constituem proteínas motoras dependentes do cítoesqueleto de actina. 

Descobertas como uma proteína motora de músculo, sabemos hoje que das 18 

classes de miosina identificadas 3 já foram isoladas de cérebro e caracterizadas, 

sendo elas as miosinas de classe I, II e V. As miosinas do tipo I são constituídas 

por uma cadeia pesada única de 110-140 kDa (CONZELMAN & MOOSEKER, 

1987), as do tipo II 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 laboratório obtivemos uma fração enriquecida 

em atividade Mg2+-ATPásica que tinha como principais polipeptídeos um de 160 

kDa e um de 54 kDa. PINHEIRO (2001) homogeneizava cérebros, previamente 

congelados em freezer -80°C, em tampão contendo inibidores de proíeases 

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. Após fracionamento do “flow trough” com sulfato de amônio, a
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fração solúvel era aplicada em coluna de Q-Sepharose. Este procedimento inicial 

nos dava uma fração ATPásica no “Flow trough” da ultima coluna, indicando que 

a mesma não se ligava a resinas catiônicas e aniônicas.

Uma vez que o congelamento dos cérebros causa a formação de 

cristais de gelo que rompem os lisossomos liberando proteases (DIGNAM, 1990), 

alteramos nosso protocolo, no intuito de minimizar a degradação protéica de 

nosso material por proteases, homogeneizando os cérebros frescos, logo após a 

extração dos mesmos, centrifugando a 45000g por 40 minutos e congelando a 

fração solúvel em freezer -20°C. Este trabalho teve como objetivo isolar ATPases 

a partir da fração solúvel 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 Métodos

3.1 Determinação de Atividade ATPásica

A atividade ATPásica foi determinada pela quantificação do fosfato 

inorgânico (Pi) liberado pela hidrólise de ATP, usando o método colorimétrico de 

HEINONEN & LAHTTI (1981). Os ensaios foram feitos a 37°C em duplicatas com 

volume final de 200 pL, e quantificado no comprimento de onda de 355 nm. O 

meio de reação para atividade Mg2+-ATPásica foi: Imidazol HCI 25mM pH 7,5, 

DTT 1mM, EDTA 1mM, KCI 60mM e MgCI24mM.

3.2 Dosagem de proteínas

As concentrações de proteínas nas frações de interesse foram 

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

padrão a albumina de soro bovino (BSA). Alíquotas das respectivas frações foram 

previamente diluídas para 100 pL com água deionizada e posteriormente, 
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finalizando com a adição de 3 mL de Reageníe de Bradford. As determinações 

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

de onda de 595 nm.

3.3 Análise em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS - 

PAGE) e Western Blotting

O perfil eletroforético de polipeptídeos das frações foi analisado em gel 

de poliacrilamida 10 e 12% com SDS utilizando o método de tampão descontínuo 

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

(1973).

O método de imunoblottíng baseado no método descrito por TOWBIN 

et al (1979), com alterações de voltagem e concentrações de reagentes para 

ajuste às marcas de materiais e equipamentos usados neste trabalho. Os 

anticorpos primários utilizados foram contra: cabeça de miosina V de cérebro de 

galinha (400 pg/ mL) e miosina II de plaqueta humana (400 pg/ mL). Ambos 

estão em diluição de 1:2000. O anticorpo secundário utilizado foi anti-coelho, 

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

3. Resultados

Ratos adultos foram anestesiados com éter comercial e sacrificados por 

decapitação, sendo seus cérebros extraídos imediatamente, lavados em solução 

salina gelada e colocados no tampão de homogeneização (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 1pl/ mL). Cerca de 25g de cérebros foram 

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

de se evitar degradação de proteínas. A fração homogeneizada era centrifugada a 
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45.000g por 40 minutos (centrífuga Sigma modelo 3K30), sendo a fração solúvel 

(S1) congelada em freezer a -20°C, e a fração precipitada descartada.

A fração S1 foi descongelada após um mínimo de 48 horas, no momento 

de começar um novo experimento. Esse descongelamento foi realizado com 

banho em água na temperatura ambiente (cerca de 10 minutos). Após 

descongelamento, S1 foi centrifugado a 45.000g por 40 minutos, resultando em 

duas frações, S2 e P2. A fração P2 foi ressuspensa em tampão I (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 frações, S3 e P3. P3 foi ressuspenso em tampão I no mesmo volume de P2 

(fluxograma 1).

Na figura 4 podemos comparar atividade Mg2+-ATPásica específica da 

fração S1’ que era obtida anteriormente com cérebros congelados e da recente 

fração S1 que era obtida imediatamente após extração dos cérebros. Nota-se que 

a nova fração S1 apresenta atividade Mg2+-ATPásica específica maior que a 

fração S1 ’ obtida a partir de cérebros congelados.
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Fluxograma 1: Preparação da fração ATPásica

25g Cérebros

Homogeneizados

45000xg 40min

1

• Imidazol-HCl 50 mM pH 
8,0

• EDTAlOmM
• EGTA 10 mM
• Sacarose 250 mM
• DTT 1 mM
• Benzamidina 1 mMr

Sl

-20°C por um mínimo de 48hs Sl congelado Banho temperatura ambiente
(cerca de 3O°C1

Sl descongelado
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Comparando a fração S1 antes e após congelamento (figura 5), notamos 
que não há queda aparente da atividade Mg2+-ATPásica de S1 após ser congelado. 

Analisando o SDS-PAGE de S1 antes e após congelamento também não notamos 

nenhuma mudança no perfil eletroforético da fração 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 fração 

S1, e a segunda fração solúvel obtida S2. Quando comparamos as frações S2 e P2, 

notamos que P2 era altamente enriquecida em atividade Mg2+-ATPásica e com 

poucas bandas polipeptídicas em SDS-PAGE corado com coomassie blue (figura 8). 

A Tabela I mostra que S2 possui 10 vezes mais proteína do que P2, mas sua 

atividade total é apenas cerca de 2 vezes maior que em P2. A fração P2 foi então 

ressuspensa em tampão e novamente centrifugada, gerando S3 e P3. Na terceira e 

última centrifugação, aproximadamente 24% da atividade total segue para S3, e os 

76% restantes ficam em P3. A fração P3 apresenta purificação da atividade 

específica de cerca de 20 vezes, e aproximadamente 2,3% da proteína total.

Analisando o SDS-PAGE das frações 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 está 

presente em P3, mas quase não é perceptível em S3, onde a atividade é cerca de 5 

vezes menor. Os polipeptídeos de 57 e 45 kDa estão distribuídos entre S3 e P3, 

indicando não serem estes os responsáveis pela atividade ATPásica. Uma 

observação importante a ser feita é que o polipeptídeo de 205 kDa tem um Mr similar 

a da cadeia pesada de miosina II e V e que o polipeptídeo de 45 kDa tem um Mr 

similar a actina, uma proteína do citoesqueleto que coopurifica com miosinas.
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Figura 4: Atividade Mg2+-ATPásica do sobrenadante 45000xg 40 minutos obtido 
de cérebro fresco ou congelado
5 uL das frações foram incubados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reação I 
("imidazot^ mM pH 8,0, DTT 1 < EDTA 1 - KOI 60 mM MgCI2_4 mM). A 

reação foi iniciada pela adição de 1 mM de ATP e interrompida peta ad.çao de 2 mL 
de solução de dosagem, S1' indica a fração obtida a partir de cerebros congelados e 
S1 a fração obtida a partir de cérebro fresco, ambas obtidas por centnfugaçao a 

45000xg por 40 minutos.

Figura 5: Atividade Mg2+-ATPásica de S1 antes e após congelamento
5 Hl das frArõAs foram incubados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reaçao I 
0m dazof 25 mM PH 8 0 DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM MgCI2 4 mM). A 
eacão foi^da pela adição de 1 mM de ATP, e interrompida pela adiçao de 2 mL 
deXçãoTe dosagem ^1-f indica a fração 81 antes de congelar e S1-c indica a 

fração S1 após congelamento.
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205 kDa *

116 kDa *

97 kDa -►

66 kDa ■>

45 kDa

P Sl-f Sl-c

Figura 6- SDS-PAGE da fração S1 antes e após congelamento
Foram aplicados em gel 10% aproximadamente fração sTapós
oadrão SDS-6H SIGMA, S1-f indica a fraçao S1 fresca, S1-c indica a traçao bl apos 
congelamento e a esquerda estão ^"inTb™
SS SS—e). otel fTcorbado com coomassle blue R-250.

CZ.I Atividade 
específica

I I Atividade Total

meio de reação I
Figura 7: Atividade Mg2+-ATPásica de S1 e S2
10 pL das frações foram incubados a 37°C, por 10 minutos, em
(Imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCI2 4 mM). A 
reação foi iniciada pela adição de 1 mM de ATP, e interrompida pela adição de 2 mL 

de solução de dosagem.
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Tabela I - Purificação da ATPase

Proteína total Ativid. Total Ativid. Espec. Rendimento Purificação
S1 250,90 3487,51 13,90 100,00 1,00

S2 141,79 5276,38 37,21 56,51 2,68

P2 13,85 2242,46 161,87 5,52 11,65

83 9,76 502,51 51,46 3,89 3,70

P3 5,82 1601,76 275,31 2,32 19,81

mg nmPi/min nmPi/mg/min % vezes (x)

20 uL das frações foramlncubados a 37°C, por 10 minutos, em meio de reação I 
(Imidazol 25 mM PH 8 0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, MgCI2 4 mM). A 
reação foi iniciada pela adição de 1 mM de AF^n'e^X^oTw^DFORD 
de solução de dosagem. Proteínas foram dosadas pelo Método de BRADFORD 
(1976).

Observando os resultados obtidos com SDS-PAGE e salientando a 

presença de uma banda com Mr similar a miosina, nosso próximo passo foi analisar 

a presença desta proteína (miosina II e V) na fração P3, através de “Western 

Blottíng”. Assim, testamos dois anticorpos, anti-miosina V (cabeça) e anti-miosina II

O ensaio com o anti-miosina V mostrou a marcação de uma banda 

polipeptídica com Mr similar a da miosina V e algumas bandas inferiores (figura 9). O 

Polipetídeo de 205 kDa não foi reconhecido pelo anticorpo anti-miosina II, porém 

temos indicação de que a qualidade do nosso anticorpo estava comprometida, uma 

vez que nossa fração S1, que teoricamente possuía miosina II, também não foi 

marcada pelo mesmo. Este problema necessariamente é a nível de anticorpo 

primário, uma vez que o anticorpo secundário usado é o mesmo usado na marcação 

com anti-miosina V. Este anticorpo também não reconheceu a miosina II presente no 

padrão de massa molecular usado (SDS-6H).
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205 kDa * 205 kDa

1 16 kDa ■>

97 kDa •*

66 kDa

45 kDa *

57 kDa

45 kDa

29 kDa -►

P Sl S2 P2 S3 P3 P

Figura 8: SDS-PAGE da preparação da fração ATPásica
Foram aplicados em gel 12% aproximadamente 15 pg de S1, 17 pg de S2, 13 pg de 
P2, 9 pg de S3 e 5 pg de P3. As setas azuis indicam os principais polipeptídios da 
fração P3. “P” se refere ao padrão SDS-6H SIGMA, e a esquerda estão indicados as 
massas moleculares correspondentes (miosina, p-galactosidase, fosforilase b, 
albumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica respectivamente). O gel foi 
corado com coomassie blue R-250.
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A B

205 kDa ->

116 kDa ->
97 kDa ->

66 kDa •>

45 kDa ■>

29 kDa ->

p SI P3 p si P3 SI P3
Figura 9: Imunoblotting de S1 e P3
Foram aplicados em gel 12% aproximadamente 15 pg de S1 e 5 pg de P3. O gel foi 
transferido para uma membrana de nitrocelulose, sob uma amperagem de 400mA, 
oor aproximadamente 12 horas. “A" se refere ao ensaio com anti-miosina II, B ao 
ensaio com anti-miosina V e "C’ ao gel transferido para blot. “P se refere ao padrão 
SDS-6H SIGMA e a esquerda estão indicados as massas moleculares 
corrpsnondpntes (miosina 0-galactosidase, fosforilase b, albumma bovina, 
ovoalbumina e anidrase carbônica respectivamente). O blotting foi revelado com 

fosfatase alcalina.

4.1 Tratamento de P2 com Triton X-100

A fração P2 foi obtida conforme descrito anteriormente, sendo tratada com 

0,2% de Triton X-100 (Sigma). Após esse tratamento, a mesma era centrifugada a 

45.000g por 40 minutos, resultando também em duas frações, S3 e P3.

Analisando o SDS-PAGE das frações submetidas ao ensaio com Triton X- 

100 (figura 10), observamos que o perfil eletroforético é semelhante ao obtido com o 

experimento normal (figura 8), porém notamos que a fração S3 possui mais bandas, 

que antes se distribuíam entre S3 e P3. A fração P3 apresenta-se mais límpida e 

com definição de bandas que incluem os polipeptídeos de 205 kDa e 45 kDa, 

salientando-se que o polipeptideo de 57 kDa solubiliza-se quase que inteiramente, 

passando então a S3.
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205 kDa -►

116 kDa ->
97 kDa -►

66 kDa ■*

45 kDa ->

29 kDa -►

* ri

íl
*

9 - __
P Sl S2 P2S3P3

Figura 10: Tratamento de P2 com Triton X-100
Foram aolicados em qel 12% aproximadamente 15 pg de S1, 17 pg de S2, 13 pg de 
P2 9 uq de S3 e 5 pg de P3. As setas azuis indicam os principais polipeptídios da 
fração P3 “P” se refere ao padrão SDS-6H SIGMA, e a esquerda estão indicados as 
raçao H3. r se rrQCnnndpntes (miosina, p-galactosidase, fosforilase b,

massas moleculares anidrase carbônica respectivamente). O gel foi
albumina bovina, ovoalbumina e aniotdbc u 
corado com coomassie blue R-250.

A figura 11 mostra a atividade de P2, S3 e P3. Notamos que a atividade de 

S3 e P3 praticamente se equivalem à atividade de P2 no experimento controle, 

indicando que a atividade é dividida entre as duas frações. Podemos comparar 

também as atividades específicas de P3 obtido com e sem Triton X-100 para 

ressolubilizar P2. Notamos que a fração P3 sofre um decréscimo de sua atividade 

Mg2*-ATPásica específica de mais de 4 vezes em relação ao experimento controle. 

Uma possibilidade deste decréscimo pode ser a própria adiçao de Triton X-100 ao 
experimento. Para verificar essa hipótese ensaiamos a atividade Mg2*-ATPásica de 

P3 na presença de Triton X-100, notando que o mesmo é um forte inibidor da 

atividade Mg<ATPásica de P3 (figura 12). Supondo que parte da atividade Mg<- 

ATPásica de P2 possa ter solubilizado em S3, dialisamos a fração S3 para retirada 

do excesso de Triton X-100. Porém a fração S3, após submetida a diálise de 4 

horas, não recupera sua atividade ATPásica (figura 13).
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400

Ensaio com Triton X-100

Ensaio Controle

_ 2+ ATPáQira da fração P3 obtida com e sem Triton X-Figura 11: Atividade Mg -ATPasica aa

~ r a 37°C por 10 minutos, em meio de reação I20 ixL das frações foram ratài® P, mM, KC| 60 mM. MgCI2 4 mM), A
( mídazol 25 mM pH 8,0 > de Ayp e interrompida pela adição de 2
reação foi iniciada pela adiç d err0 indicam erro padrão calculado com
mL de solução de dosagem^As barras deer^ x
n de 3 para ensaio controle en dez p

V 100 sobre a atividade Mg2’-ATPásica de P3 
Figura 12: Efeito de Triton a-1- 20 mínutos, em meio de reaçao I
15 ftg (±4) de P3 foram incubados mM RC| 6Q mM e MgCl2 4 mM)
dmidazol 25 mM pH 8,0, DTT1 m , ca(j0 A reação foi iniciada pela adição 
adicionando-se Triton X-100 0,2/o°n ° 2 mL de so|Ução de dosagem. As
de 1 mM de ATP, e 'nterrompÍoPcalculado com n de 3.
barras de erro indicam erro Pa
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75-1

_ ... Ha fração S3 em sua atividade Mg2+-ATPásica
Figura 13: Efe.toda dialise da, fraçaobg 2o
15 pg (±4) de S3, com ou_se^^d ( 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 
minutos, em meio de reaçao I (imi cjgda pe|g adjção de 1 mM de ATp e
60 mM e MgCI2 4 mM) ArÇ o Q de dosagem. As barras de erro indicam
interrompida pela adição de 2 mL y
erro padrão calculado com n de 3.

extração, eram descongelados 

minutos. Após centrifugação,

Para fins de comparação, alguns experimentos foram iniciados utilizando 

Se cérebros previamente congelados em nitrogênio líquido. No momento da 

; homogeneizados e centrifugados por 45000g por 40 

a fração S1 destes experimentos era novamente 

SLJbmetida a armazenamento por congelamento, por um mínimo de 48 horas 

o seguidos conforme o protocolo comum descrito 
da figura 14, nos dá a informação de que a atividade Mg2+- 

ATPásica específica de P3 é bastante prejudicada quando o material é proveniente 

de cérebros congelados, sofrendo um decréscimo de quase 3 vezes.

novamente descongelados e 

anteriormente. A análise
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400

P2

T

P3

I 1 Ensaio controle
■i Ensaio com cérebros 

congelados

0

Figura 14: Comparação da aüvidade especadas frações P2 e P3

Preparadas a partir de cereb™® ^C°7«c pOr 10 minutos, em meio de reação ! 

n° díSoíraÇMS H « o DTT 1 mM EDTÁ 1 mM, KCI 60 mM, MgCI2 4 mM). A 
(Imidazol 25 mM pH 8,0 O - de A-|-p e jnterrompida pela adição de 2 ml_
reação foi iniciada pela ■ err0 jnc|jcam erro padrão calculado com n de 3
de solução de dosagemAs ba™deemo^ cQnge|ados
para ensaio controle e n de 2 para

4. Discussão

, a fração solúvel de cérebro (S1) era obtida a partir de 
Antenormen e, gdu|tos epam extraídos e

cerebros congea os. da preparação eram descongelados,

congelados em freezer - 45000g por 40 minutos. Segundo DIGNAM
homogeneizados e centrifuga <o g|gum deterioramento devid0 à

(1990), tecidos estoca o rompem os lisossomos liberando proteases.

formação de cristais de ge o, ^ejzar cérebros de rato, imediatamente após a 

Desta forma, passamos a hom 9^° segujda e só assim congelando (S1). 

extração dos mesmos, centrifu^^^^^^ de nosso material evitando que as 

Assim, tentamos minimizar a dos cérebros n0 protocolo anterior,

proteases atuem durante o desco $ atividade de S1 quando
A figura 4 mostra um aumento de cerca
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congelado após homogeneização dando uma certa base à nossa hipótese, pois 

isso pode ser devido à degradação de enzimas ATPásicas pela liberação de 

proteases no rompimento dos lisossomos.
Análise em SDS-PAGE da fração P3 indicou a presença 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 presença deste motor molecular na fração. A marcação de muitas 

bandas na região do polipeptideo de 205 kDa pode indicar um grau de degradação, 

onde diversos polipeptideos podem estar sendo formados através de degradação de 

um polipeptideo origem. Uma evidencia de que nosso problema não era marcação 

cruzada é o reconhecimento de uma única banda na altura de 205 kDa em S1, o 

que indica um alto grau de especificidade do nosso anticorpo. Apesar desta forte 
\/ pm P3 a fração não apresentou atividade Mg2+- 

evidencia da presença de miosma v em ro, d y r a
A-rr^ - • . p nor Ca2+/Calmodulina, e também não apresentou
ATPasica estimulada por Ca e por ua

z- . z. A-r-m- ■ n cionifirante (ver capítulo 2), sendo uma possibilidade 
atividade K -EDTA-ATPasica sigmticanie (vei u H

. atividades o tratamento de congelamento da fração
da causa da perda destas ativiaaaes, u

.a .• rio nnqqa fração (na presença de actina e outrassolúvel. Porém nas condiçoes de nossa naç* v
, . ~ mindina V somente apresentasse baixos níveis de

Proteínas) era possível que miosina v suniu
' < ■ romn nnq foi dito por ESPÍNDOLA em comunicaçãoatividade K+-EDTA-ATPásica, como nos roí anu p

oral. ■z rorg p nurificacão de miosina V indicam o uso deOs métodos descritos para a purmcaça 
molécula facilitando assim o isolamento da 

condições que precipitem esta molecuia, M 
mesma. ESPÍNDOLA et al (1992) utilizou diâlise por 20 horas, enquanto que o 

descrito por COELHO & LARSON (1993) usou 0,6M de NaCl como processo para 

Precipitar miosina V Neste trabalho comparamos estes protocotos com o 

pitar mios, ■ obteve uma fração rica em miosina V a
desenvolvido em nosso a*SDS_ 

Partir do congelamento a mostra que a fração rica em miosina V

page por ESPÍNDOLA e a *possui inúmeras bandas que não são 

(mesmo após tratamento cofn g bgnda de 54 kDa notada n0 gel de P3 não 

notadas em nossa fração * precipitada com NaCl, e rica em miosina V, 

está visivelmente presene. MFY t a[ (1993) possui também diversas
descrita por COELHO (1994) e
. fr^cão P3 deste trabalho.
bandas não observadas na fraç
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Semelhante a ESPÍNDOLA et al (1992) e COELHO & LARSON (1993), 

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

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

presentes em preparações de actomiosina, mas não solubiliza miosinas. Apesar 

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

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

foi observado que esta era suficiente para inibir consideravelmente a atividade 

Mg2*-ATPásica de nossa fração. Observando a análise do SDS-PAGE da fração 

tratada com Triton X-100 (figura 10), notamos que o polipeptídeo de 57 kDa e 

solubilizado e praticamente desaparece da fração precipitada. A fração 

precipitada com NaCI não solubilizada com triton X-100, estudada por CHENEY et 

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

trabalho quando obtemos a fração P3 através de tratamento com triton X-100.
A figura 11 mostra uma comparação entre a atividade Mg2*-ATPásica 

, <,„io p do ensaio com Triton X-100, onde podemos notardas frações do ensaio controle e ao ensaio ov
de P3 após tratamento, indicando que o uma queda significativa na atividade de ro P 2+ T ,

. rv * nartirioacão ativa na atividade Mg2 -ATPasica Porem 
polipeptídeo de 57 kDa tem partic p ç

oco nrnresso não é acrescida, o que indica que este a atividade da fração S3 nesse processo nao
atividade Mg2+-ATPásica. E importante salientar que 

polipeptídeo não participa da ativioaoe iviy
„„ .ac tratamento não passa a S3, nem mesmo apos 

a atividade perdida de P3 apo - 2 , .
x . nqi da oerda de atividade Mg2 -ATPasica de P3 diálise (figura 12). No entanto a causa da peraa

T , y 100 Dode ser uma inibição pelo proprio triton X- 
após tratamento com Triton X > P QtiwidoH0 i\/in2+

c uma inibição de cerca de 70 /o da atividade Mg - 
100. Na figura 13 observamo

ATPasica de P3 normal, quan 16Q e 54 kDai observados na fração ATPase

Os principais po ip observados na fração P3, porém S3 possui
isolada por PINHEIRO (2001), n niinpotideo de 160 kDa referido

^niprular semelhante ao polipeptídeo de 160 KDa referido, 
uma banda com massa vjamente congelados mostraram-se diferentes dos
Ensaios usando cérebros Pre ^g2+ATp^sica de P3 está 3 vezes menor que P3 

ensaios controles, onde a ativ.dei e SDS pAGE (não

do ensaio controle (figura 14),

mostrado).
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5. Resumo

Pode-se obter Miosina II e V a partir de fração solúvel de cérebro através 

de diálise ou tratamento com alta concentração de sal. Nesse trabalho miosina V 

de cérebro foi isolada utilizando o congelamento como método de precipitação. 

Nossos procedimentos foram extração de cérebro de rato, homogeneização 

imediata em tampão (Imidazol-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM; DTT 1,0 mM e 

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

congelamento da fração solúvel a -20 °C. Após um mínimo de 48 horas 

descongelou-se essa fração e seguiu-se uma nova centrifugação a 45000g por 40 

minutos a 4 -C Ressuspendeu-se a fração precipitada e realizou-se uma nova 

centrifugação, sob as mesmas condições supracitadas. A fração precipitada é 

x- Mn2+-ATPásica e apresentou três polipeptídeos
enriquecida em atividade Mg Airabiua

... qnS-PAGE Um de alta massa molecular que é principais fortemente corados em bDb kaoe.
difiro nara miosina V em ensaio de Western-Blotting marcado com anticorpo especifico para miot»i

ziR kDa A análise de SDS-PAGE do tratamento da e outros dois de 57 kDa e 45 kDa. a anaii
«etrnn nue o Dolipeptídeo de 57 kDa foi solubilizado, 

fração com triton X-100, mostrou que o ponp p
• toHn nq DOÜDeptídeos de alta massa molecular e o 

encontrando-se no precipitado os ponpepu
. a atividade Mq2+-ATPásica desse precipitado e tres 

polipeptídeo de 45 kDa. Ag 

vezes menor que o presta ° de x_w0 ser um forte

solubihzaçao do pohpepb eo fração pode

inibidor da atividade Mg -ATra
.frnq métodos descritos na literatura para a obtenção 

de modo mais simples que ou ■ . oara obtpr
trabalho descrevemos um método simples para obter 

de miosina V. Nesse trabainu
o trarão solúvel de cerebro de rato.

miosina V a partir de uma fraça

6. ABSTRACT
. a fraction from rat brain cytosol, with Mg2’-ATPasic 

Werecenfiyobta,ne ajract. (o

activity and a main polype1 mMecjjately homogeneizing them on buffer (50 

Procedings are extrate rat brain, •
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mM Imidazol pH 8,0, 10 mM EDTA, 1 mM DTT and protease inhibitors), 

oentrifuged at 45.000g for 40 minutes and freezing the soluble fraction at -20°C. 

After at teast 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 Mg2’-ATPasic activity 

and shown two main polypetides in SDS-PAGE analisis: 57 and 45 kDa apart from 

.. , , ... r-ir.i</npnticle similar to myosin. That high molecularthe high molecular weight polypeptiae
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 

. .llhili7ed standing in the precipited the high molecular the 57 kDa polypeptide is solubilizea, sranu y
4A kDa oolvpeptide. The Mg2 -ATPasjc activity of this weight polypeptide and the 45 kDa poiypep

• i Qr than those precipited obtained without Triton X-100.
Precipited is 3 times lower than tnose p k

,... „„ fhp S7 kDa polypeptide, but the fact of Triton X- This is not because solubilizing the 57 kua p yn h
, fhP Mn2+-ATPasic activity of our fraction. Our fraction 

100 be an strong inhibitor of the Mg Airas 2+
. , V nf thp Ma2+-ATPasic activity by Ca and calmoduhn, and
o not shown st— Mg2,ATpasic

as only a low K than others methods described in
activity. This fraction could be obtained s^ g

literature to obtaining myosin jc actjvity and western blotting assay
obtaining an fraction enriched o g 
show that myosin V is one of the main polypep i
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5. Capítulo 2:

Caracterização Parcial 
de MIOSINA V OBTIDA POR 

CONGELAMENTO DE CITOSOL 
de cérebro de rato

-38-



1. Introdução

Segundo KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK (1996), ATPases são enzimas 

que hidrolisam o ATP liberando ADP e Pi. Diversos critérios podem ser usados 

para a identificação de uma ATPase, dentre eles a caracterização enzimática. As 

ATPases podem ser divididas em ATPases de membrana e solúveis. Dentre as 

ATPases de membrana temos aquelas cuja função é transportar íons através da 

membrana, como a Ca2*-ATPase e a Na7K’-ATPase. As Ca2*-ATPases possuem 

sua atividade dependente de Ca2* e estimulada por calmodulina (CARAFOLI, 

1997), enquanto as Na*/K*-ATPases possuem sua atividade inibida por ouabaína 

e digitonina (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994). Outra ATPase de membrana é a 

F.Fo-ATPase, cuja atividade é fortemente inibida por fluoreto de alumínio 0,1 mM 

e fluoreto de sódio 5 mM (LUNARDI et al, 1988).

As ATPases solúveis incluem algumas ecto-ATPases e motores 

moleculares As ecto-ATPases podem ser divididas em ectonucleotideo- 

difosfohidrolase (ecto-ATPDase) e ectonucleotideo-trifosfatase (ecto-ATPase). As 

x . r.iontídpn<; tri e difosfatos, enquanto as ecto-ATPasesecto-ATPDases quebram nucleotideos tn e
trifnQfato ÍPLESNER, 1995). Ambas são inibidas quebram apenas nucleotideos tnfostato (nco

~ j-^ronriadas entre si pela inibição por azida, uma vez Por Triton X-100, e são diferenciadas enue r
ATPDases são inibidas por azida 10-20 mM (PLESNER, que apenas as ecto-ATruase;»

. fiarpq destacam-se as miosinas, as cinesinas e1995). Dentre os motores moleculares destaca
Hívidirtaq em 18 classes e 3 destas ja foramas dineínas. As miosinas estão dtvidtdas em

.. zn rin a A/> Todas as miosinas possuem sua isoladas de cérebro, as do tipo (I). (») e W
r o nnrém alaumas carcateristicas as diferem entre atividade estimulada por acüna, porem aiguma

, „„,suem alta atividade Ca2*-ATPastca e K /EDTA-si. As miosinas do tipo I poss
atividade Mfl2+_ATPásica, e nao possuem ATPásica se comparadas a atividade ivigP hrfrnio quebrando diversos nucleottdeos trifosfato 

especificidade de su • H tamt,ém possuem atividade

(BARYLKO et al, 1992). As Segund0 ESPINOOLA et a|

K*/EDTA-ATPásica (MARUTAapresentam atividade K7EDTA-ATPásica 

(1992) as miosinas do tipo NASCIMENTO et al (1996) mostraram

considerável na presença de actina, ?
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a presença de atividade K*/EDTA-ATPásica alta nessas condições. As miosinas V 
possuem também sua atividade Mg2’-ATPásica, na presença de actina, 

estimulada por Ca2* e por Ca27Calmodulina (ESPÍNDOLA et al, 1992).

As cinesinas possuem alta atividade Mg2*-ATPásica na presença de 

microtúbulos mas na ausência de microtúbulos a atividade Ca2*-ATPásica é 

maior, além de possuírem também sua atividade Mg2*-ATPásica inibida por força 

. ~ uanadafn maiores que 50pM na presença delonica e concentrações de vanaaato m

x i <1087- roHN et al 1987). A dineína citoplasmáticas microtúbulos (KACHAR et al, 1987, CUnN ei H
. 2+ AToáaira inibida por vanadato 10pM e por N-Possui sua atividade Mg -ATPasica inioiud p h

, r ndn GTP CTP e TTP do que ATP (SHPETNER etilmaleimida 1 mM, hidrohsando mais G ,

et al, 1988).

Nosso objetivo neste trabalho foi anaiisar, em diferentes condtçoes de 

ensaios, a atividade ATPásica da miosina V de cérebro de rato obtida por 

congelamento.

2. Material e Métodos

3-1 Determinação de Atividade ATPásica

A atividade ATPásica foi determinada pela quantificação do fosfato 

I h.Hrniiqp de ATP usando o método colorimétrico de inorgânico (Pi) liberado pela hidrolise de ai r,
. x no ancninq foram feitos a 37°C em duplicatas comHEINONEN & LAHTTI (1981). Os ensatos toram

ontifirado no comprimento de onda de 355 nm. Os volume final de 200 pL, e quantificado no comp
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3.2 Dosagem de proteínas

As concentrações de proteínas nas frações de interesse foram 

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

padrão a Albumina de Soro Bovino (BSA). Alíquotas das respectivas frações 

foram previamente diluídas para 100 pL com água deíonizada e posteriormente, 

« . de Reagente de Bradford. As determinações
finalizando com a adiçao de 3 mL ae r^y*
r i- i^ndn-se em espectrofotômetro no comprimentoforam realizadas em duplicatas, lendo se em * H

de onda de 595 nm.

3.3 ANAUSE EM GEL DE POUACR.LAM.DA COM DOOECtL SULFATO DE SÔD.0 (SDS - 

PAGE)
o perfil eletroforético de polipeptídeos das frações foi analisado em gel 

. <nn, m çnq utilizando o método de tampão descontínuo dede poliacrilamida 10% com SDb ut
. o n crqfpma de placas empregado por STUDIER
LAEMMLI & FAVRE (1973) e o sistema ue H

(1973).

3.4 Ensaio de digestão proteolíticacom Trip

■ hp nâncreas bovino (Sigma) para os ensaios de 
Foi usado tripsina de pan«e °

digestão enzimática. O ensaio oi . anrotinina 1% e qelo Após o
070c e finalizadas com aprotinma 1 /o e gelo. Apos o 

calco, a temperatura e ■ quantjficaçã0 de atividade Mg2<

ensaio de digestão, a amostra ei*

ATPásica.

3.5 Obtenção de miosina de cérebro de ra

■ , adultos foram anestesiados com éter comercial e 
Ratos wistar ~ cérebros extraídos imediatamente,

sacrificados por decapitação,^ e co|OCados no tampão de homogeneização 

íavados em solução salina gela a£GTA w mM Sacarose 250 mM, 

(Imidazol-HCI 50 mM pH 8,0, ED 0 ca|pastatina 1 pl/ mL). Cerca de

DTT 1 mM, benzamidina 1 mM, ap deste tampg0 usancf0 Potter

25g de cérebros foram homogene degradação de proteínas. A fração

(Pyrex), em gelo a fim de se
-41 -



homogeneizada era centrifugada a 45 000g por 40 minutos (centrífuga Sigma 

modelo 3K30), sendo a fração solúvel congelada em freezer a -20°C, e a fração 

precipitada descartada.
A fração S1 foi descongelada após um mínimo de 48 horas. Esse 

descongelamento foi realizado com banho em água na temperatura ambiente 

(cerca de 10 minutos). Após descongelamento, S1 foi centrifugado a 45.000g por 

40 minutos resultando em duas frações, S2 e P2 (ver fluxograma no capitulo 1). 

A fração P2 foi ressuspensa em tampão I 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 frações, S3 e P3. P3 

foi ressuspenso em tampão I no mesmo volume de P2.

3. Resultados

3-1 Atividade Mg2’-ATPásíca e Ca2*-ATPásica de P3

Em geral, motores moleculares e outras ATPases necessitam de 

.. ATPáqica A fração P3 possui cerca de 70% cátions divalentes para sua atividade ATPasica.
rninrín a Mn2+-ATPásica (figura 4). Apesar de P3 de atividade Ca2+-ATPásica em relaçao a Mg

r^nca de Ca2+ como de Mg2 , na presença dos dois 
Possuir atividade tanto na presença ae ua , u
cátions juntos, não houve soma dessas ativida

3.2
Efeito de Ca2+ e Calmodulina na atividade Mg2‘ATPásica de P3

V, isenta sua atividade Mg2*-ATPásica estimulada por
A miosina Diferentemente dessa ATPase, P3 não

calmodulina (CaM) e depen en Mg2._ATpásica por cálcio e calmodulina

apresentou estimulação de sua 

(figura 5).
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75

50

25

0

ra2+-ATPásica de P3
Figura 4: Atividade Mg!--ATPás'ca e Ca» 2() minutos. em meio de reação 
15 gg (+4) de P3 foram incubados> a 37«C 1 mM KC, 60 mM e MgCI2 4
contendo Imidazol 25 mM pH «A07T' foi jniciada pelaladiçac.de> 1 mM
mM ou CaCI2 2 mM onde mdicad® A de solução de dosagem. As barra 
ATP, e interrompida pela adiçao m n de 3.
indicam erro padrão calculad

0
Mg2+/Ca2+/CaM

atividade Nlg!*-ATPásica de P3
2+ « ralmodulina na a"* minutos, em meio de reaçao Figuras: Efeito de Ca eC a 37°C P^ 1 KOI 60 mM e MgCh 4 

15 |Lig (±4) de P3 forarT\g0, DTT 1 mM1 indicado A reação foi iniciada pela 
contendo Imidazol 25 mM P ’ |modulina onde in £ mL de so|ução de
mM, CaCI22 mM e/ou W* ^errompida peja do com n de 3. 
adição de 1 mM de ATP, err0 padrao
dosagem. As barras de err

erro padrão
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3.3 Atividade K+-EDTA-ATPásica de P3

por possuir alta atividade ATPásica na 
As miosinas caracterizam se p h

. - Ho KClÍO 6M) e ausência de cátions divalentes. A
presença de alta concentração de KCl (u,o h

.. riorio k+-EDTA-ATPásica em relaçao a atividade 
fração P3 apresentou baixa atividade K tum

Mg2+-ATPásica, porém não nula (figura 6).

KCl 600mM

F.GURA6: Atividade K*-EDTA-ATPásica de PS ,

EDTA 1 mM) contendo KCl » ATp e interrompd^a^ Ç
Iniciada pela adição de 1 rte err0 indicam erro padrao caicu
solução de dosagem. As barr

3.4 Efeito de Fluoreto
de Alumínio sobre a atividade Mg2+-ATPásica

de P3
.... ) um análogo do fosfato inorgânico, é 

o fluoreto de alumínio & hj(Jr ,|jse de nuc|eotídeos.
conhecido por inibir diversas enz.mas gu g p3 nâo mostrou

Na presença de fluoreto * ficando entre 10 e 25% de

inibição significativa de sua at
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. nara o efeito dos íons separadamente foram 
inibição (figura 7). Como controle p ATPásica

3+ ,A1C) } e F- (NaF) na atividade Mg -ATPasica 
analisados também o efeito de Al (

de P3.

, hp sódio sobre a atividade Mg2+-ATPásica 
3.5 Efeito de Vanadato de soa

de P3

iânion com semelhança em forma, tamanho e carga 
O vanadato e um oxi . fosfato jnorgânico. 0 vanadato é

com íons fosfato, sendo ass ATPases, apesar de haver diferença
conhecido por sua ação ínibitória sobr fração P3 mostrou apenas

ATPases ao vanaucn
entre a sensibilidade dessa com injbjção de 10 a 25%

do íon vanadato (Tig h
uma leve inibição na presenç flnafeadas (0,05, 0,2 e 1 mM).
em todas as concentrações de van

. «hre a atividade Mg2* -ATPasica de P3 
de Alumínio sonr inutos, em meio de reaçao I

Figura 7: Efeito de Fluoret 0 g 37»Ci por 20 m mM e MgCfc 4 mM)
15 ng (±4) de P3 foram '1»® j mM EDTA mlv- mM onde indicado. A reação 
(Imidazol 25 mM pH 8.0> q 5 mM e 2 ’mpida pela adição de 2 mL de
adicionando-se NaF 2,5 m . de /\TP, e ' padrão calculado com n de 
foi iniciada pela adição ^as de erro indicam e™ P 
solução de dosagem. As barras
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3.6 Efeito de Azida sobre a atividade Mg -ATPásica de P3

Azida tem conhecido efeito inibitório sobre atividade Mg2*-ATPásica de 

Pl-ATPase. A fração P3 não mostrou qualquer inibição por azida (fig 9).

,2+ Van50MM Van200MM Van 1000PM
Mgz vaiijvp.'»'

_ u mdo «ódio sobre a atividade Mg2+-ATPásica de
Figura 8: Efeito de Vanadato de sodio sou
P?° o7oC por 20 minutos, em meio de reação I
15 Mg (±4) de P3 foram incubados alar KC| 60 mM e MgCI2 4 mM), com
(imidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, . reaçã0 f0j iniciada pela adição de 1
NaVO3 50, 200 ou 1000 mM onde 1 . ? de solução de dosagem. As barras
mM de ATP, e interrompida pea adiça,de2 ml 
de erro indicam erro padrão calcula

atividade "
Figura 9- Efeito de Azida sobre a anv minutos, em mejo de reaçâo ,
15 ng (+4) de P3 foram incubados a£C KC| M MgCh 4 mMfcom
(Imidlzol 25 mM PH 8,0, DTT 1 "M E£ A pe|a adlça0 de 1 mM de ATP, e
Azida 1 mM onde" indicado. Ade dosagem. As barras de erro .nd.cam 

interrompida pela adição de 2 
erro padrão calculado com n e
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3.7 Atividade enzimática de P3 frente a outros substratos

Dineína citoplasmática hidrolisa mais GTP, TTP, UTP e CTP que ATP, 

diferentemente das cinesinas e dineína axonemal. Dessa forma buscamos 

x • . 't.on do P3 frente a diferentes substratos. A fração P3caracterizar a atividade enzimatica de Hó, Treme « y-
mostrou preferência pela hidrólise de ATP, porém hidroíísou também ADP e GTP, 

em níveis de cerca de 40 e 60% da atividade ATPásica, respectivamente (figura 10).

.. n efeito de outros análogos de ATP sobre a Também foi analisado o ereno uc
x- „ Mo.on octudo notamos uma inibição de cerca deatividade Mg2+-ATPásica de P3. Nesse estuoo, nui

<-no/ , . doP? auando adicionado AMP-PNP 1 mM (figura 11).
50% na atividade ATPásica de P3, quanoo e
t r .o -i-f nttP a atividade GTPásica parece somar-se aTambém foi observado na figura 11 que a an

, • ...hetratos estão presentes. Foi notado um atividade ATPásica, quando os dois substratos es p

aumento da atividade ATPásica, na presenç

X Pt frente a outros substratos
Figura 10-Atividade enzimática de PJ" 20 minutos, em meio de reação I
15 uo /m; Tps foram incubados a 37C P" KCI60 mM e MgCI2 4 mM), com o 

ti9 de 11 o n nTT 1 mM, EDTA 1 ’ reacão foi iniciada pela adição da
Imidazol 25 mM pH 8A D^ção de 1 de dosagem As barras de

respectivo substrato na conÇef'1 * de 2 mL de soiuçau 
fração P3, e interrompida Pf^J; com n de 3.
®rro indicam erro padrão calc
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200

c. x J a DPI na Atividade Mg2+-ATPásica de P3
fJgura 11: Efeito de "ucleotideos e PPin

em meio de reação I 
,,5P9 (±4) de P3 foram incubados a J KCI 60 mM e MgCI2 4 mM), com
umidazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 m_ . A reação foi iniciada pela adição da

1 mM e efetor na concentração solução de dosagem. As barras de
fração P3 e interrompida pela adiçao de 2 mL 
erro indicam erro padrão calculado com n

3.8
c divalentes na atividade Mg2+-ATPásica de P3 

Efeito de cations divaienies

. ATPásica de P3 frente a adição de cloreto de
Testamos a atividade Mg -ATP ° *

II (C0CI2), sulfato ferros $ ^tion Fe2+ provocou significativa inibição 

(CuS04). Notamos que cerca de 45% da atividade (figura 12).

responsáveis por inibições mais leves, de 

,ctívamente. Usamos diversas concentrações 

do o fim de fazermos uma curva de inibição
■ í de ro, a ti'"

■ apresenta a nível de 50% numa
, 13 que a inibição se

a 100% na concentração de 10
1 mM, chegando quase

cobalto 

cobre II 

°a atividade Mg2+-ATPásica de 

Os íons Cu, Zn e Ca foram 

aproximadamente 25, 10 e 20/o re P 

de Fe2+ na atividade Mg2 -ATPásica 

Por Fe2+ Notamos na figura ■ - ■ 

concentração menor que ■

de Fe2+
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125

2+-ATPásica de P3

os respectivos cátions na
Pela adição de 1 mM de ATP, e 
dosagem. As barras de erro indicí

. , « na atividade Mg2*-ATPásica de P3 
Figura 13-Efeito da concentração de re Q mjnut0Si enl meio de reação I
15„g (+4)'de P3 foram mcubados a 37 C P» M KC| 60 mM e MgCi2 4 mM), com 

„„«iwr'
as respectivas concentrações mpjda pela adiçau
adição de 1 mM de ATP, e 
dosagem.
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3.9 Ensaio de digestão proteolítica de P3

Este ensaio mostrou que a atividade ATPásica de P3 sofre um grande 

decréscimo mesmo com alguns segundos de incubação (T1), tendendo a se 

estabilizar ao longo de 15 minutos, com aproximadamente 20% da ativ.dade 

original (figura 14) Notamos também em SDS-PAGE que nos primeiros tempos, o 

Perfil polipeptídico já é semelhante ao apresentado ao longo de 15-30 m,ns (figura 

15), com apenas algumas bandas resistindo a digestão proteolifica.

iy]a2+-ATPásica de P3
Figura 14: Efeito de tripsina na atMdade g f i"“baJtosMa
15 uq (+4) de P3 digerido com Irtpstna<e'm , idazol 25 mM pH 8,0, DTT 1 mM, 
37"c por 20 nfinutos em meio de reaçacH (I de jncubaçâ0 se refere ao tempo 
EDTA 1 mM KCI 60 mM e MgCb 4 mM). M'" p3 sem incubaçao com tnpsma. 
de incubação com tripsma em min^ * ° e interrompida pela ad.çao de 2

A reação foi iniciada pela adi?30
de solução de dosagem
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116
97

66

45

29

P N 1 15 30

. rín diaestão proteolítica de P3
Figura 15: SDS-PAGE do ensaio ae » 5 de P3 em Seus respectivos
Foram aplicados em gel 12% aPr0X'2'.a^7ífere ao padrão SDS-6H SIGMA, *N” a 
tempos de incubação com tripsina. esquerda estão indicados as massas
fração P3 sem incubação com tripsina lactosjdasei fosforilase b, albumina 
moleculares correspondentes (mios'^’ J,'respectivamente). O gel foi corado com 
bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica resp

coomassie blue R-250.

■ Ma2*-ATPásica de P3 quanto ao3.10 Estabilidade da atividade Mg «

tempo

, . „ hp P3 até 12 dias após o . 2+ ATPásica ae r
Analisamos a atividade g observamos que nossa fração

Preparo, mantido a cerca de 4 C g apenas cerca de 35% da
possui uma boa estabiüdade enzimática, perdendo

atividade, ao fim de 12 dias (figura )
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7-i

. »««2+ ATPásica de P3
Figura 16: Estabilidade da atividade Mg -A 2Q mjnut em ^.o de reaçao^

reação foi iniciada pela adição de 1 mM 

de solução de dosagem.

4. Discussão

nt0 de citosol de cérebro de rato possui
A fração P3 obtida por congelame Ca^ATPaslca quando 

atividade Mg2*-ATPásica e cerca de 0 Um fat0 importante e que

comparado com a atividade Mg"-ATPas^ cátíons estão presentes, indicando a 

as atividades não se somam quando os Diferente do 

n - m sítio catalítico P atividade Mg -
Presença de um umco sino nossa fraça° na0 tev
encontrado por ESPÍNDOLA et foi observado a semelhança

ATPásica estimulada por Ca e pásjca nesta fraçao.
de baixos niveis de ativ.dade K'/EDTA-A Mg--ATPásica por fluoreto

Esta fração não sofreu ini^ pof p|NHEIR0 (2001). Também

de alumínio, como observado pela e 1000pM), como observado

_ - «oin íon vanadato ( as de cérebro, que sao
nao apresenta inibição pel j-noínas citoplasma
Por SHPETNER et al (1988) nas
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inibidas por vanadato 10pM e as cinesinas convencionais que são inibidas por 

concentrações de vanadato superiores a 50pM. Não foi observada também 

inibição por azida 1 mM (figura 7), conhecida por inibir F,F„-ATPase como 

mostrado por LUNARDI (1988) e ecto-ATPDases. A fraçao P3 hidrolisou ATP 

preferencialmente (figura 8), porém quebrou GTP (60%) e ADP (40%), lembrando 

que as atividades ATPásica e GTPásica se somam quando os dois substratos 

estão presentes, apontando para a existência de dois sítios catalíticos ou de duas 

. „11O n5n iicamos uma concentração suficiente para enzimas distintas ou ainda que nao usamua um 
saturar a enzima fazendo com que a mesma apenas hidrólise os dois 
nucleotídeos normalmente. AMP-PNP (1 mM) inibiu a atividade Mg^-ATPásica de 

P3 em cerca de 50% (figura 9). BARANANO et al (2000) reportaram um 

transporte de Fe2* dependente de ATP no qual concentrações maiores que 40pM 

. o „ ^nCOníiPntemente esta atividade. Foi observadad© Fe2+ inibem este transporte e consequenternem
r cQ2+ ni IP foi responsável por uma inibição de cerca uma inibição significativa por Fe , que roí

. c 2+ ATPásica de P3 (figura 12) e possuindo um Ki de
de 50% da atividade Mg2 -ATPasica oe r \ y

rátions não inibiram a atividade de Mg - menos de 1 mM (figura 13). Outros cations n*

ATPásica de P3.
,■ n rio p? nor tripsina mostrou que tempos menores 

Ensaios de proteolise d P
■ . npra dearadarem todo o polipeptideo de 205 kDa e o que 1 minuto são suficientes p^ degrad^

POlipeptideo de 57 kDa ° polipeptídeo de 45 kDa, porém tempos

Permanecendo praticamen Qrpntes cerca de 25% da atividade Mg2+-
superiores a 30 minutos deixam remane *

ATPásica de P3. A figura 14mos Mg^ATPásica ao fim de 12 dias a

Perdendo apenas cerca de 30/

4°C' . Mui características enzimáticas distintas de várias

Nossa fraçao po jtando de outros passos de purificação que
ATPases conhecidas, ainda nece sa amostra, facilitando análises e

aumentem o grau de de miosina V.
comparações com outros métodos u
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5. Resumo

Recentemente obtivemos, através de congelamento, uma fração 

enriquecida em atividade Mg2*-ATPásica a partir de cilosol de cérebro de rato. 

Análise em SDS-PAGE mostrou três principais polipeptideos, um com alta massa 

molecular similar a cadeia pesada de miosina e outros dois com massa molecular 

. o noIiDeptídeo de aíta massa molecular foide aproximadamente 57 e 45 kDa. U pow™
~ nara miosina V. Nosso objetivo neste trabalhomarcado com anticorpo especifico para miosina v.
a x- ATPásica dessa fração. A atividade Mg -6 a caracterização da atividade ATPasica v y
ATn - ■ r ~ - onmpnfnu oor acréscimo de íons cálcio nem por íons
ATPasica desta fraçao nao aumentou p

a atividade Ca -ATPásica foi cerca de cálcio e calmodulina simultaneamente. A ativioaue v
9+ n.n, nc níveis de atividade K/EDTA-ATPásica 80% da atividade Mg2+-ATPas!ca. Os n.veis

f alteração da atividade Mgz -ATPasica por
foram baixos. Também nao ocorreu Va /cznr.nr.

, . eAdin nu fluoreto de alumínio. Vanadato (50,200 ecloreto de alumínio, fluoreto de sodio ou tluoreru
x RAm nãn inibiu essa atividade. Essa fraçao 1000 uM) ou azida (1 mM também nao inioiu

ATP entretanto hidrolisou ADP (40%) e GTP 
apresentou especificidade para ATP,

H m nn Anp? 5 3 5 AMP-PNP, inibiu a atividade(60%) mas não AMP AMP-PNP. PPi. ADPZ.W- ai

. _ ' ’ hp Fe2+menores que 1mM inibiram cerca de 50%
Mq2 -ATPásirn Concentrações de Fe m9 ATPasica. Concentr V nã0 foj observado pe|os cátions cobre,
da atividade Mg--ATPásica d dg

cobalto ou zinco. A digestão Ppor ,

e uma degradaçao do polipep ' congelamento não foi sensível a
Polipeptideo de 45 kDa. A m-osma V o 4 a P^

Ca2+/Calmodulina e não expressou a ivi

6. Abstract

■ H a fraction enriched of Mg2+-ATPasic activity from rat
We recently obtaine ghoW three main polypeptides: a high

brain cytosol. Analysis by SDS ■ 57 and 45 kDa. The high
ímilar to myosn

molecular weight polypept,de s wltb anti-myosin V in western blotting

molecular weight polypeptide was m^u|atjon of tbe Mg2*-ATPasic activity by 

ossay. Our fraction does not show s
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Ca2+, neither by Ca2+ and calmodulin. It has about 80% of Ca2+-ATPasic activity 

when compared to the Mg2+-ATPasic activity. It has only low K -EDTA-ATPasic 

activity leveis. There is no alteration of the Mg2+-ATPasic activity by aluminum, 

flúor, or aluminum fluoride. Vanadium (50, 200 e 1000pM) or azide (1 mM) does 

not inhibit the Mg2+-ATPasic activity too. This fraction has a preference for ATP, 

however hidrolyses ADP (40%) and GTP (60%) too, but not AMP, ADP2,5-3,5, 

AMP-PNP and PPi. AMP-PNP, an analog of ATP, inhibit the Mg -ATPasic 

activity. The Mg2+-ATPasic activity suffer a inhibition by Fe2 (1 mM) at about 50%, 

but not by with Cu2+ Co2+, Zn2+ and Ca2+. Protein digestion assay by tripsin show 

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 

<■ ±. o+ oHivitv that we tried to make a preliminarfraction enriched with Mg2 -ATPasic activity, mai

characterization.
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6.Conclusão Geral
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Neste trabalho purificamos parcialmente, através do congelamento de 

Citosol de cérebro de rato, um polipeptídeo de alta massa molecuiar que reagiu 

^.-ocina V A atividade ATPásica dessa fração com um anticorpo específico para miosina v. a a™ 
possui algumas propriedades distintas de miosina
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7.ANEX0S

-60-



QE ATIVIDADE ATPÁSICA
Anexo 1 - determinação de

Para os ensaios de atividade Mg2+-ATPásica, as amostras foram 

incubadas em meio de reação específico (meio de reação I).

Imidazol-HCI 25 mM pH 7,5

EDTA1 mM
DTT 1 mM
MgCI2 5 mM
KCI 60 mMEstes ensaios foram iniciados pela adição de 20gl de ATP 10 mM com 

200pl. Após a adição de ATP, este foi imediatamente 

de 37°C por um período de tempo pré-determinado 

o tempo de incubação, foram acrescentados 2 mL de
0 volume final fixo em 
incubado a uma temperatura 

de 10 minutos. Ao encerrar 

solução de dosagem AAM:

• 2 volumes de acetona• 1 volume de molibdato de amonio 10 mM

• 1 volume de ácido sulfúrico 5 N
, AAM o mesmo foi agitado por cerca de 

Ao se acrescentar a souça _ pQr

15 segundos em vórtex e adiciona o 

nova agitação de cerca de 10 segundos.
Para fins de análise de cada amostra,

final do tempo

nova agitação de cerca

ATP só foi adicionado ao 
hidrólise 

analisados a

' fazia-se um

de incubação e u..

do mesmo. Todos ensaios 
uma absorbância de 

de quartzo.

~i controle, onde o 

antes de adicionar a 

foram realizados 

355 nm em
solução AAM, evitando a 

em duplicatas, e usand0 cubetas
e$pectrofotômetro (HITACHI u onde diversas

Como padrão, foi de 0 a 250

de fosfato diácido de potássio Qbserva-se claramente que 
analisadas ao espectrofótômetro- umento de Pi (fíSura 1)
absorbância aumenta linearmente comj ^ados para o cálculo da atividade 

das leituras, em nmoles de P'. f°ram g por minutos de incubação, 

aspecífica em nmoles de Pi Por

concentrações 

nmoles, foram 

nesta faixa, a 

Os resultados
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Pioura 1; cUrva padrão de fosfato (Pi), com coeficiente de linearidade (R )

Anexo 2 - Dosagem de proteínas

As concentrações de proteínas nas frações de interesse foram 

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

pa*ão a albumína de soro bovino (BSA). Alíquotas das respectivas frações foram 

Emente diluídas para 100 gL com água deionizada e posteríormente, 

finalizando com a adição de 3 mL de Reagente de Bradford. As determinações 

realizadas em duplicatas, lendo-se em espectrofotómetro no comprimento 

a® °nda de 595 nm.

Reagente de Bradford:

* 'lOOmg de Coomassie Blue G
* 50 mL de etanol 95%
* 100 mL de ác. Fosfórico 85%
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• volume total de 1000 mL

Os valores encontrados para os ensaios foram comparados a uma
CUrva padrão (figura 2) construída através de diferentes concentrações de BSA (0 

0 M-9) para a determinação gráfica da concentração de proteínas neste ensaio.

3 - SDS-PAGE / Western Blotting

A análise em SDS-PAGE foi realizada em placas de v,dro e cerâmica 

de W X W x 0,06 cm de dimensões. As amostras analisadas foram preparadas 

Acionando 100 pL da fração em questão e 10 pL de Tampão da
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• SDS 8,75%
• Sacarose 600 mM
• Tris HCI 50 mM pH 6,8
• P-mercaptoetanol 1,43 M
• EGTA-K10mM
• azul de bromofenol

As amostras foram aquecidas em seguida a aproximadamente 100-C

Os géis para análise foram preparados em uma cuba de cr , 

capacidade para f3 géis. Os géis foram feitos numa concentraça, e104 

amostras, apôs preparadas, foram apiicadas nos respectivos 

utilizando microseringas (Hamiiton), jX^Jeietrodo foi usado o 

montados na cuba (Hoefer Mighty Small II), ©

seguinte protocolo:

• Tris-HCI pH 8,3 25 mM
• EDTA 2 mM
• Glicina 200 mM
• SDS 2,5 mM

J - d» massa molecular (SDS-6H, Sigma)
Foi aplicado também um padrao p_ga|actosidase (116 kDa),

que contém: cadeia pesada de miosina ovoa|bumina (45 kDa) e
fosforilase-b (97 kDa), albumina bovina (

anidrase carbônica (29 kDa). (BIO-RAD Power Pac 1000),
Após aplicação, ligava-se a cuba a de 25 miliamperes.

°nde a eletroforese foi realizada sob uma fOj retjrac|0 e
Alguns minutos antes da frente de bromofenol sa.r 9 .

corado com solução corante:
Comassie Brilliant Blue R 250

Metanol 50%
Ácido acético 40%

r„s0 de corante por uma solução 
Posteriormente foi retirado o excesso

descorante:

• Metanol 30%
• Ácido acético 10%
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.H.M983) a técnica de Imunoblotting pode
Segundo Gershom e Pate _ protéjca do ge| para a matnx

ser dividida em duas etapas: transferencia a q método de transferência

e a decoração do epítopo com o anticorp» sanduíche de gel-matrix é

usado foi o conhecido como wet blotting , eletrotransferido. A
submerso no tampão de transferenaa J> Mjni Trans-Blot transfer cell’, 

eletrotransferência foi realizada com 
utilizando-se o seguinte tampão de transfer'

• Tris-HCl 15,6 mM
• Glicina 120 mM fc,LK na de nitrocelulose Hybond ECL

Géis SDS-PAGE 10% e mem ra eletrotransferência. Foi

(amersham pharmacia biotech) foram sfatase alcalina que reage com o

utilizado anticorpo secundário conjugado tetrazoiium” para liberar

substrato “bromochloroindolyl phosphate 

precipitado púrpura escura estável.

„i1ARdePoupePTÍdEOS
Anexo 4 - determinação da Massa mole

. Dara determinar a massa
SDS-PAGE é frequentemente utifca* P migraçâ0 no gel e

molecular re.ativa (Mr) de um . estimativa do massa

geralmente proporcional a massa do P P uti|izando uma cu

mo.ecu.ar dos

«"no A- 3 S69UWe

cada massa molecular correspond

equação:

Rf = Distânciademigra2|9 
Distância de migraçao

dospadrõesa

eresse foi calculado P®,a 

A massa molecular do

leitura do Rf do mesmo no gráfico p|Otado de Rf P°

ftiassa molecular. Um exempl°



molecular pode ser encontrado na figura 3. É importante lembrar que este t,po de 

cálculo nâo é 100% confiável, pois alguns poiipeptideos m.gram de forma 

anômala.

. moSSa molecular, com coeficiente de

Figura 3: Curva padrão de determinação cadeia pesada de mi°^na (66
linearidade (R2). Padrões de massa b (97 kDa), albumin
kDa), p-galactosidase (116 carbônica (29 KDa).
kDa), ovoalbumina (45 kDa) e amdrase car

ANEXO 4-ENSAiO DE DIGESTÃO PROTEOUTiCACO

bra ligais específicas entre lisina 

A tripsina é uma protease que que eramát.ca com

(ou arginina) e um outro amínoáddo. ^idos de acordo com uma 

tripsina de pâncreas bovino (Sigma) Após a

Proporção pré-definida de

determinaÇã0 da
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ão de atividade Mg

concentração protéica da amostra, calculavamos u concentração de

menor de tripsina. A amostra foi então incuba a tempo a
tripsina, e 20 mM de cálcio, por um tempo pre-de ini o* Logo após 0

reação de digestão era interrompida com aprotinma _ . .

ensaio de digestão, a amostra era ensaiada para quan 

ATPásica, conforme descrito anteriormente.


