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1. Introducao

Em trabalhos recentes realizados neste laboratério .foi isolada e
caracterizada parcialmente uma ATPase de citosol de encéfalo de rato
(CUNHA 1999; FREITAS, 1997; SANTOS, 1997).

Segundo SANTOS (1997), a ATPase parcialmente purificada
apresenta as seguintes propriedades: - a atividade ATPasica é bem maior
que a atividade GTPasica e ADP e PPi ndo s&o usados como substratos:

- alta atividade ATPasica na presenga de Mg” e atividade praticamente nula
na presenca de Ca®" ou na auséncia de cétions bivalentes;

- a atividade Mg?* -ATPasica ndo é estimulada por Ca®* ou Ca*/calmodulina;

gl pMrg



- a atividade Mg”-ATPésica néo é estimulada por actina e ndo ha atividade

K'/EDTA-ATPasica;

- a atividade Mg”-ATPésica néo € inibida por azida ou vanadato de sédio,
mas apresenta inibigdo por aluminio, fluoreto, Triton X-100 e alta forca
iénica;

- a atividade Mg**-ATPasica é maior em pH acido.

O principal polipeptideo presente na fragéo foi mostrado ser fodrina,
uma proteina do citoesqueleto submembranoso, que ndo apresenta atividade
ATPasica (FREITAS, 1997).

O fracionamento em colunas de P-celulose e CM-Sepharose
proporcionou a separagéo entre fodrina e um polipeptideo de alta massa
molecular, acima de fodrina. O polipeptideo de alta massa molecular co-
purificou com a atividade ATPasica, mas maior parte da atividade estava na
frac&o néo retida nestas colunas.

De acordo com a sua mobilidade relativa em SDS-PAGE, a massa
molecular aparente do polipeptideo é de 270 kDa e, através de gel filtragéo, a
massa molecular da proteina nativa é aproximadamente 630 kDa (CUNHA,
1999).

O polipeptideo de 270 kDa foi isolado utilizando resina de DEAE-
Sepharose, SP-Sepharose e filtragdo em Sephacryl 400; aparentemente, a
atividade ATPasica ndo estava associada a este polipeptideo. Em ensaios
com CaM-Agarose, o polipeptideo se ligou a resina, na presenca de Ca?".
Com o objetivo de verificar se era alvo de proteases Ca*'-dependentes, o

polipeptideo foi incubado na presenga de calpaina e Ca**, ocorrendo



clivagem por esta protease. Estes resultados evidenciaram que o

polipeptideo é uma proteina ligante de calmodulina que aparentemente nao
catalisa a hidrolise do ATP (CUNHA, 1999).

Quando o sobrenadante 50.000 x g /40’ foi aplicado sucessivamente
em colunas de DEAE-, SP- e Octil-Sepharose, constatou-se que a maior
parte da atividade ATPasica estava na fragdo ndo retida nestas resinas
(MOTA et al., 1999).

Estes resultados levaram ao estudo dos polipeptideos da fragido que
ndo interagiu com as resinas de troca idnica e hidrofobica, e que estéo

associados a alta atividade ATPasica.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a atividade ATPasica da
fracdo que nac interagiu com colunas de troca idnica frente a efetores e

inibidores especificos de ATPases.




3. Revisdo de Literatura

ATPases sdo enzimas que hidrolisam ATP em ADP e ortofosfato; a
energia liberada é utilizada em processos metabdlicos, transporte de ions
através da membrana, movimento e transporte intracelular (KOMOSZYNSKI
& WOJTCZAK, 1996; PEDERSEN & CARAFOLI, 1987; VALE &
GOLDSTEIN, 1990). A fungdo biolégica do ATP ndo se restringe ao
suprimento energético, agindo também como substancia sinalizadora
extracelular (CHEN et al., 1995).

Dentre as ATPases transportadoras de ions, devem ser destacadas as

ATPases de membrana tipo P e tipo F (PEDERSEN & CARAFOLI, 1994).



Durante a catdlise, as ATPases tipo P s&o transitoriamente fosforiladas num
residuo aspartato presente no sitio catalitico; estas ATPases apresentam
inibicdo por vanadato e incluem, entre outras enzimas, Ca?*-ATPases e
Na'/K'-ATPase (MOLLER et al., 1996).

Ca?-ATPases estdo envolvidas na regulagdo da concentragdo
intracelular de Ca*’ e estéo presentes tanto na membrana plasmatica como
em sistemas membranosos intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico
(MARIN et al., 1999; MOLLER et al., 1996). Ca*-ATPase da membrana
plasmatica é constituida por uma Unica cadeia polipeptidica de ~134 kDa,
com dominio de ligagdo & calmodulina na extremidade C-terminal
(CARAFOLI, 1997).

Na'/K'-ATPases formam uma familia de isoenzimas responsaveis pelo
transporte ativo de sédio e potassio através da membrana plasmatica de
células eucaridticas superiores (LINGREL & KUNTZWELER, 11994; WOO et
al., 1999; SWEADNER, 1989). Sao constituidas por subunidade o de ~113

kDa e subunidade p de ~35 kDa que sofre glicosilagéo, apresentando 54

kDa: associagbes variadas entre 0s polipeptideos o e B resultam em
diferentes isoenzimas. A atividade ATPésica dependente ‘dev Na' e K" é
inibida por ouabaina e digitonina (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994;
SWEADNER, 1989).

A ATPase tipo F, FiF,-ATPsintase, sintetiza ATP a partir de ADP e
fosfato, utilizando um gradiente eletroquimico transmembranico (BOYER,

1997). A enzima estd presente na membrana plasmatica de bactérias,



membranas de tilacéides dos cloroplastos e nas cristas mitocondriais
(JUNGE et al, 1997), € constituida por dois complexos protéicos: F,
integrado @ membrana, formado pelas subunidades ab,cq.1» de 30,17 e 8
kDa, respectivamente e um complexo ligado a F, F;, constituido pelas
subunidades (af)syde de respectivamente, 55, 50, 31, 19 e 14 kDa, estando
os sitios cataliticos localizados nas subunidades B (ABRAHAMS et al, 1994;
JUNGE et al.,1997; WEBER & SENIOR, 1997). O complexo F; quando
isolado do complexo F, , age exclusivamente hidrolisando ATP
(REYNAFARJE & PEDERSEN, 1996; WEBER & SENIOR, 1997).

Um enfoque principal neste estudo sera dado a familias de ATPases
que apresentam enzimas sollveis como as E-NTPases 6u ecto-ATPases,
responsaveis pela hidrélise de nucleotideos tri e difosfatos extracelulares
(ZIMMERMANN, 1999) e os motores moleculares como miosinas, cinesinas
e dineinas, que convertem a energia de hidrolise do ATP em forca e

movimento linear ao longo do citoesqueleto (VALE & GOLDSTEIN, 1990).

3.1 E-NTPases

Essas enzimas, também denominadas ecto-ATPases, ecto-apirases

ou E-ATPases, hidrolisam nucleotideos trifosfatos ou tanto nucleotideos di e
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trifosfatos, apresentando distribuicdo ubiqua em seres eucariotos
(KACZMAREK et al., 1996; PLESNER, 1995).

Segundo KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK (1996), E-NTPases estdo
relacionadas aos processos fisiologicos onde ATP e/ou ADP estio
envolvidos. Dentre estes processos, podem ser citados a neurotransmissao,
agregacgdo plaquetaria, regulagéo da presséo sanglinea, permeabilidade de
membranas celulares e transporte de macromoléculas e também na
reciclagem de nucleotideos, regulando as atividades de 5'-nucleotidase e
adenilato ciclase.

De acordo com as propriedades cataliticas, a familia das E-NTPases
pode ser dividida em ectonucleotideo-difosfohidrolase (ecto-ATPDases), que
hidrolisam nucleotideos tri e difosfatos, e ectonucleotideo-trifosfatases (ecto-
ATPases) que hidrolisam apenas nucleotideos trifosfatos (PLESNER, 1995),
mas ambas as classes sdo enzimas glicosiladas com pélo menos um
dominio transmembranico; a estrutura primaria apresenta ~55 kDa e 70-80
kDa para proteina glicosilada (ZIMMERMANN, 1999). A dlicosilagdo é
necessaria para a oligomerizagdo das E-NTPases e para a atividade
enzimatica, que diminui com a remog&o do aglcar da molécula (SMITH &
KIRLEY, 1999). De acordo com HANDA & GUIDOTI (1996), estas enzimas
apresentam uma seqiiéncia altamente conservada denominada ACR
(“apyrase conserved regions’).

Os produtos génicos humanos das E-NTPases foram nomeados CD39
e CD39Ls-Ls (ZIMMERMANN, 1999) baseado na CD39, uma proteina de

superficie dos linfécitos, que foi primeiramente sequenciada e identificada



como uma ecto-ATPDase, ja que hidrolisa tanto ATP como ADP
(KACZMAREK et al., 1996; WANG & GUIDOTI, 1996).

Nem todos os membros da familia de E-NTPases sdo ecto-enzimas;
existem formas sollveis destas proteinas como a ATPdifosfohidrolase de
tubérculos de batata (HANDA e GUIDOTI,1996), isoformas de E-NTPases de
Toxoplasma gondii (ASAl et al., 1995, BERMUDES et al, 1994) e
Tetrahymena thermophila (SMITH et al., 1997). Algumas caracteristicas das
ecto-enzimas CD39L, e CD39L, clonadas, sugerem que sejam proteinas
soliveis (ZIMMERMANN, 1999). Outras formas solGveis de E-NTPases de
mamiferos podem ser secretadas ap6s estimulagéo da inervagéo simpatica,
como demonstrado por TODOROV et al. (1997).

Segundo PLESNER (1995), a baixa concentragdo de E-NTPases, a
co-purificagdo com outras proteinas, a inibicdo da atividade enzimatica por
detergentes que normalmente solubilizam proteinas ligadas” a membrana,
como Triton X-100, além da falta de especificidade de substrato e cations
bivalentes, sdo problemas experimentais que dificultam a purificagéo das E-
NTPases.

A inibicao por azida 10-20 mM é usada como critério para distinguir as
ecto-ATPDases das ecto-ATPases, visto que ecto-ATPDases s&o inibidas
por azida, variando a inibigdo com a concentraggo do substrato, ions

bivalentes e pH (KNOWLES & NAGY, 1999; PLESNER, 1995; STROBEL et

al., 1996).
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3.2. Miosinas

Miosinas sd@o proteinas motoras que se deslocam ao longo dos
filamentos de actina de maneira dependente de ATP (BAKER & TITUS,
1998).

As miosinas sdo constituidas pelo dominio motor N-terminal ligado ao
dominio cauda através de uma regiéo pescogo que possui sitios de ligagdo
para cadeias leves (VOLKMANN & HANEIN, 2000).

Distintas classes de miosinas foram identificadas em adigdo a classe
de miosinas convencionais ou miosinas Il (HASSON et al., 1996). As classes
s3o definidas baseando-se na comparagéo de seqgliéncias do dominio motor,
também denominado cabega, bem conservado entre as classes de miosinas
(MOOSEKER & CHENEY, 1995).

A superfamilia das miosinas esta envolvida em varias fungbes
celulares como no transporte de organelas € RNA mensageifo, contragdo
muscular, divisdo celular, exocitose, manutenc@o da arquitetura celular e
transducdo de sinal (WU et al, 2000). Alteragbes da atividade destes
motores muitas vezes levam a desordens neurologicas e neurosensoriais

(HASSON & MOOSEKER, 1997, LANGFORD & MOLYNEAUX, 1998).



1

O dominio cauda da cadeia pesada de varias classes de miosinas
contém motivos estruturais encontrados em outras proteinas, sugerindo
fungdes regulatérias e/ou direcionamento da interagdo de uma dada miosina
com sua carga (MERMALL et al.,, 1998). Dentre estes motivos podem ser
citados o dominio GAP (“‘GTPase-activating protein”), presente em miosinas
IX, dominio ph (“plecstrin homology”) de miosinas X e dominio SH3 em
miosinas de classe | e IV (HASSON & MOOSEKER, 1996) (figura 1). O
dominio AF-6 (“AF-6/canoe homology”) e o sitio PEST — seqliéncia rica em
prolina, glutamato , serina e treonina- s@o encontrados em miosinas da
classe V (RECK-PETERSON et al., 2000).

Miosinas purificadas exibem diferengas em suas propriedades
mecanoquimicas como atividade ATPasica e velocidade de deslocamento
nos filamentos de actina, que s&o reguladas de maneiras diversas. Miosinas
I, constituidas por cadeia pesada Unica de 110-140 kDa, apresentam alta
atividade especifica Ca?-ATPasica e K'/EDTA-ATPasica, quando
comparadas 4 atividade Mg?*-ATPasica (CONZELMAN & MOOSEKER, 1987
BARYLKO et al., 1992). A atividade Mg®*-ATPasica na presenca de actina é
estimulada por Ca*" em concentragdes de 5-10 pM; tanto na presenca de
Ca?* como Mg2+ ndo ha especificidade para nucleotideos trifosfatos como
ATP, GTP, UTP, CTP, ITP (CONZELMAM & MOOSEKER, 1987).

As miosinas Il apresentam atividade K'/EDTA-ATPasica, mas sio
mais ativas como Ca?'-ATPases, apresentando baixa atividade Mg?'-

ATPasica que é estimulada por actina (MARUTA & KORN, 1977).
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Miosina V foi originalmente descrita por LARSON et al. (1988), como

concentragcbes da mesma (NASCIMENTO et al,
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Figura 1:

uma proteina de 190 kDa ligante de calmodulina, presente em preparagdes
de actomiosina de cérebro, que apresenta atividade Mg**-ATPasica na
presenca de actina comparavel a atividade das miosinas iI, mas miosina V se
liga mais fortemente & actina, sendo ativada mesmo por baixas
1996). Diferente das
miosinas | e I, a miosina V ndo apresenta atividade K'/EDTA-ATPasica
consideravel. A atividade Mg”—ATPésica de miosina V na presenca de actina

é estimulada por Ca*" e Ca’*-calmodulina (ESPINDOLA et al., 1992).
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Diagrama esquematico mostrando a diversidade

estrutural das miosinas (http:// www.mrc-Imb.cam.ac.uk/myosin).



3.3 Cinesinas

Constituem uma superfamilia de ATPases associadas a
microtlibulos que realizam diversas fungdes nas células (HIROKAWA et
al., 1998).

A molécula de cinesina axoplasmatica consiste de duas cadeias
pesadas de 110-120 kDa e duas cadeias leves de 64 kDa (HIROKAWA,
1998, VALE et al, 1985). Apresentam quatro dominios: o dominio
catalitico globular, um dominio pescogo, uma regido em a-hélice
denominada haste e uma cauda globular. O dominio catalitico globular é
altamente conservado entre as cinesinas e contém os sitios de ligagéo
aos microtibulos e ATP (SABLIN, 2000). O dominio cauda se liga as
cadeias leves e a organelas especificas, além de ter fungéo regulatéria
das atividades ATPésica e motora das cinesinas (COY et al., 1999).

Diferentes cinesinas sdo subdivididas baseando-se na sua diregio
de movimento (para extremidade mais ou para extremidade menos dos
microtubulos), na posigdo do dominio motor, na composicdo de
subunidades ou na combinac&o de cadeias leves (SABLIN, 2000).

Transporte de organelas em neurdnios, divisdo celular, dindmica de
microtibulos e transporte de melanossomos (HARA et al., 2000;
HIROKAWA, 1997; HIROKAWA et al, 1998), sdo exemplos das

atividades celulares onde ha envolvimento de cinesinas (figura 2).
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As cinesinas apresentam atividade M92+—ATPésica estimulada por
microtibulos, mas na auséncia destes, a atividade Ca®*-ATPasica é mais
elevada (KACHAR et al., 1987; KUZNETSOV & GELFAND, 1986)

A atividade Mg®*-ATPasica das cinesinas sofre inibigdo por forca
idbnica e NEM (KACHAR et al, 1987). Inibidores de movimento das
cinesinas, como vanadato e AMP-PNP, diminuem a atividade ATPasica
estimulada por microtibulos (COHN et al., 1987). Segundo VALE (1987),

uma caracteristica das cinesinas € sua forte ligagdo a microtubulos na

D
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Figura 2: Esquema representativo do transporte de
organelas e vesiculas pela dineina citoplasmatica e
cinesinas em células nervosas (HIROKAWA, 1998).
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3.4 Dineinas

Dineina foi primeiramente identificada como uma ATPase que
desempenha fungbes essenciais no batimento de cilios e flagelos
(GIBBONS & ROWE, 1965); posteriormente dineina citoplasmatica foi
purificada (LYE et al, 1987; PASCHAL et al., 1987) e mostrou estar
envolvida no transporte axonal retrogrado de organelas, ou seja, em
direcéo “a extremidade menos dos microtubulos (HIROKAWA et al., 1990;
PASCHAL & VALLE, 1987).

Dineina citoplasmatica consiste de duas cadeias pesadas (~500
kDa), multiplas cadeias intermediarias (~70-74 kDa), cadeias leves
intermediarias (~53-59 kDa) e cadeias leves (~8-22 kDa) (KARKI &
HOLZBAUR, 1999).

Comparagbes entre a estrutura primaria da cadeia pesada de
dineina citoplasmatica e dineina axonemal mostram que as regides
central e C-terminal formam um dominio globular que interage com
microtibulos e tem atividade ATPasica, enquanto a regido N-terminal
compreende o sitio de ligagdo & carga a ser transportada (HIROKAWA,
1998).

Um complexo de subunidades protéicas denominado dinactina é
requerido para a maioria das atividades mediadas por dineina e fornece

indicios da diversidade funcional dessas molécullas (KARKI &

HOLZBAUR, 1999) (figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica do complexo dinactina e

dineina citoplasmatica (HIROKAWA, 1998).
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O complexo dineina-dinactina distingue diferentes cargas e realiza
diversas fungdes celulares como segregagéo cromossémica, formagao do
fuso e migragéo nuclear (KARKI & HOLZBAUR, 1999), posicionamento do
compiexo de Golgi (LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 1998), transporte axonal
retrogrado e endocitose (HIROKAWA, 1998) (figura 2).

A atividade ATPasica da dineina citoplasmatica requer cations
bivalentes, sendo maior na presenga de Mg** do que Ca®* (SHPETNER et
al., 1988), similar ao que acontece com a forma axonemal (GIBBONS &
FRONK, 1979). Vanadato 10 pM e NEM 1 mM inibem em 50 % a
atividade da dineina citoplasmatica (LYE et al., 1987; SHPETNER et al,
1988).

Segundo SHPETNER et al. (1988), dineina citoplasmatica de
cérebro distinglie-se por hidrolisar GTP, CTP,e TTP com maior atividade
do que ATP, mas o transporte baseado em microtibulos ndo é mantido
por nucleotideos diferentes de ATP (PASCHAL & VALLE, 1987). A
atividade ATPasica estimulada por microtibulos & fortemente afetada por
forca idnica e a presenga de agentes redutores durante a purificagéo,

como DTT 1 mM, também afetam a atividade ATPasica da dineina

citoplasmatica de cérebro (SHPETNER et al., 1988).
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4. Material e Métodos

4.1. Preparagado da Fragao ATPase

Ratos Wistar adultos foram sacrificados e os encéfalos
imediatamente removidos, lavados em soiugao saliha gelada e
congelados em nitrogénio liquido a -196 °C. Os encéfalos foram
estocados em temperatura de ~80 °C.

Cerca de 15 g de encéfalos foram colocados em 50 mL de tampao
de extracdo (Imidazol 50 mM pH 8.0 contendo Sacarose 250 mM, EDTA

10 mM, DTT 1 mM, Aprotinina 1%, Benzamidina 1 mM, PMSF 0,3 mM e

Calpastatina 1 pL/mL) e homogeneizados manuaimente em
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homogeneizador de vidro tipo Potter (fluxograma I). O material obtido foi
centrifugado a 50.000 x g durante 40 minutos a 4 °C em centrifuga
Beckman Avanti J-25.

A fragéo precipitada P1 foi descartada e a fragdo protéica soltivel
S1 foi aplicada a uma coluna de SP-Sepharose (6,0 x 2,5 cm; 25 mL) com
um fluxo de 700 pl/min. A coluna de SP-Sepharose foi previamente
equilibrada com tamp&o Imidazol 20 mM pH 8.0 contendo EDTA 0,1 mM e
DTT 0,1 mM e lavada com este mesmo tampdo de equilibrio. A fracdo
protéica que, nestas condigdes, ndo ficou retida "a coluna de Sp-
Sepharose (“Flow Through”) foi coletada e denominada FT-SP.

Apods precipitagdo com sulfato de aménio 50 % de saturagéo, a
fragdo protéica FT-SP foi centrifugada a 20.000 x g durante 30 minutos a
4 °C. A fragdo solGvel obtida, S2, foi mantida para andlises posteriores
enquanto a fragdo precipitada, P2, foi ressuspendida em 100 mL de
tampéo T (tampé&o Tris 20 mM pH 8.0 contendo EDTA 0,1 mM e DTT 0,1
mM) e uma nova centrifugacéo foi realizada a 50.000 x g durante 1 h a 4
°C.

A fragéo protéica precipitada P3 foi ressuspendida-em 3 mL de
tampéo T pH 8.0 e mantida para analises posteriores. A fragéo sollvel S3
foi aplicada a uma coluna de Q-Sepharose (10 x 1,5 cm; 25 mL) a um
fluxo de 700 pl/min. A coluna foi previamente equilibrada com tampéo T
pH 8.5 e lavada com o mesmo tamp&o. A fracéo protéica que néo ficou
retida “a coluna de Q-Sepharose nestas condigbes (FT-Q) foi coletada e
precipitada com sulfato de aménio 30 % de saturagao, sendo submetida a

centrifugaco a 20.000 x g durante 30 minutos a 4 °C (Fluxograma ).
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A fracdo S4 obtida foi mantida para posterior anélise. A fragcdo P4
foi ressuspendida em 50 mL de tampé&o T pH 8.0 e centrifugada a 50.000
X g por 30 minutos a 4 °C, resultando em uma frag&o precipitada, P5 ,

ressuspendida em 2 mL de tamp&o T pH 8.0 e uma fragéo soluvel S5

denominada fragéo ATPase.
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SISBI/UFU
201942 15 g Encéfalo

Tampéo de Extragdo pH 8.0
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p4  ressuspensao em 50mL
S4 , Tampéo T pH8.0
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Fluxograma |: Preparagao da Fragdo ATPase
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4.2. Método de Dosagem de Proteinas

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

O volume de 10 ul das fragdes obtidas durante o preparo da fracao
ATPase foi adicionado a 90 uL de H,O em tubos de vidro. A cada tubo
foram adicionados 3 mL de solugdo de Bradford (Coomassie blue G-250
0,01% em etanol 4,7 % e acido fosférico 8,5 %). As reacdes foram

realizadas em duplicatas. A absorvancia foi medida em 595 nm.

Paralelamente "a dosagem protéica das fragdes, uma curva padrio

de dosagem de soroalbumina bovina (BSA) foi preparada. A curva

mostrou linearidade entre 0 e 25 pug de BSA.

0,8
- y =0,0237x + 0,02
2

c R*=0,9962
S 06
w0
£
)
S 04
IT)
c
«0
5
o 0.2
L0
<L

0 L L L 1

0 5 10 15 20 25

ng BSA

Figura 4 : Exemplo de uma curva padrao de dosagem de BSA
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4.3. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

O perfil de polipeptideos das fragbes protéicas foi analisado em

SDS-PAGE usando o sistema tampdo descontinuo de Laemmli e Favre

(1973) e o sistema de placas empregado por Studier (1973).

Os mini-géis foram preparados em concentracdo de 10 % de

acrilamida (gel de separagéo) utilizando os reagentes listados na tabela |,

que indica suas respectivas concentragbes finais. Os géis foram

montados entre placas de vidro e alumina de 10 x 10 x 0,06 cm.

SEPARACAO EMPILHAMENTO
10 % 5 %
~ Tris-HCL 377 mM pH .8 125 mM pH 6,8
EDTA 2 mM 2 mM
ACRIL / BIS 10/0.27 % 5/0.27 %
TEMED 0,121 % 0,121 %
PSA 0.06 % 0.09 %

Tabela I: Protocolo para gel de poliacrilamida 10%
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As amostras protéicas foram preparadas adicionando-se 90 ul de
amostra a 10 pl de tampéao Tris 0,05 M pH 6,8 contendo -mercaptoetanol
10 %, SDS 8,75 %, EGTA 0,11 M, Sacarose 20 % e azul de bromofenol
0,25 %. Antes da aplicagédo, as amostras foram colocadas em H,O em
ebulicdo por 2 minutos.

Utilizando microseringa de vidro Hamilton®, as amostras foram
aplicadas ao gel, devidamente montado em cuba Hoefer® SE 250.

A separagdo eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em
tampéo Tris 25 mM pH 8,3, EDTA 2 mM, Glicina 0,2 M, SDS 2,5 mM, sob
corrente constante de 25 mA utilizando fonte BIO-RAD Power Pac 1000.

Os géis foram corados com Coomassie brillant blue-R 0,25 % em
metanol 50 % e acido acético 10 % e descorados em solucéo de metanol
30 % e acido acético 10 %.

O paddo SDS-HMW Amersham Pharmacia Biotech foi utilizado

como referéncia de massa molecular relativa : miosina-212 kDa, oz

macroglobulina-170 kDa, p-galactosidase-116 kDa, transferrina-76 kDa e

glutamato desidrogenase-53 kDa.
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4.4. Determinagio da Atividade Adenosina

Trifosfatasica

A dosagem colorimétrica do ortofosfato inorganico liberado durante

a reagdo de hidrélise do substrato foi realizada segundo o método de

Heinonen e Lahti (1981).

A cada tubo de ensaio foram adicionados 40 uL do meio de reagio
Imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM contendo
MgCl, 4 mM ou CaCl, 2 mM para dosagem da atividade Mg?*-ATPasica
ou Ca®-ATPasica, respectivamente. O meio de reagio Imidazol 25 mM

pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 2 mM contendo KCI 60 ou 600 mM , foi utilizado

para dosagem de atividade K'/EDTA-ATPasica.

Volumes pré-determinados de amostras das fragcdes protéicas
foram adicionados aos tubos e o volume final de 200 pl foi completado
com adi¢éo de H,0.

A reagdo foi iniciada com adigdo de substrato, seguida da
incubagdo a 37° C durante 20 minutos. Apds este tempo; a reagéo foi
interrompida com adi¢do de 2 mL de solugdo de dosagem AAM (acetona
100 %, molibidato de aménio 10 mM e é&cido sulfirico 5 N numa
proporcdo de 2 : 1 :1, respectivamente) e submetida a agitagdo. Apos 15
segundos, 200 pi de acido citrico 1 M foram adicionados mantendo-se a
agitacdo por mais 15 segundos. Foram preparadas reagoes controle para

cada amostra, nas quais a incubagdo se procedeu sem a adicéo de
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substrato, adicionado imediatamente antes de interromper a reagdo com

solugao de dosagem AAM.
As reacoes foram realizadas em duplicata e a absorvancia medida

em 355 nm. Paralelamente foi feita uma curva padrdo de ortofosfato

inorganico, que se mostrou linear entre 0 e 250 nmols de ortofosfato.

1
y = 0,0039x - 0,0111
R? = 0,999

0,75
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o
[Te]
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£ 0,5
[«}]
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O
‘g 0,25
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o
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o
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0 L :
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nmols de Pi

Figura 5: Exemplo de uma curva padrao de dosagem de Pi
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5. Resultados

5.1 Preparagio da Fragio ATPase

A O H 5 obteve-se a
p's centrifugagéo do hornogeneszado de encefalos,

(¢} 3 en‘ou defini 4o de
fraQéO pr té ica soll'lvel S1 que, em SDS_PA(;E, nao apres t G

= A7 ra 6). P1 se
bandas polipeptidicas devido a alta concentragdo protéica (figu )
: i detectada alta
apresentou bastante particulado e foi descartado. Fol

. . ina SP-Sepharose
atividade ATPasica na fragéo que néo interagiu com a resina

€ que, em SDS-PAGE, mostrou um arraste protéico.
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54 kDa e uma banda mais definida de160 kDa. A atividade ATPasica
especifica da fragdo P2 foi de 37,71 nmols de Pi/ mg prot/ min (tabela Il).

Do fracionamento de S3 em resina de Q-Sepharose resulfou uma
fracdo protéica que néo interagiu com a resina, e em SDS-PAGE mostrou os
polipeptideos de 160 kDa e 54 kDa, referidos anteriormente. A fragdo S3
continha 155 mg de proteinas; apés fracionamento em Q-Sepharose, FT-Q
apresentou 54 mg de proteinas; embora tenha havido perda protéica
consideravel, ndo houve alteracéo significativa na atividade total.

Apbs precipitagdo com sulfato de amoénio 30% alcangou-se uma
purificagéo de 70 vezes na fragdo S5, denominada fracdo ATPase. Nesta

frac&o constatou-se a co-purificagéo dos polipeptideos de 160 e 54 kDa.

Atividade Especifica

Proteinas (nmolsPi/mgprot/min) Purificacéo
(mg/mL) (x)
S1 10 1.39 1
FT/ SP 7 11.86 8.5
P2 1.85 37.71 27
S3 1.63 30.09 22
FT/Q 0.54 98.64 71
P4 0.8 95.17 68.5
S5 1.0 97.67 70

Tabela Il : Purificagdo da Fragdo ATPase
100 uL das fragbes foram adicionados ao meio de reagéo Imidazol 25 mM pH
7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM contendo MgClz 4 mM. A reagé&o foi
iniciada com a adicdo de ATP 1 mM (concentragéo final), incubada a 37 °C
durante 20 minutos e interrompida pela adigdo de 2 mL de solugéo de
dosagem. Proteinas foram dosadas pelo método de Bradford.
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S1 FTSP S2 P2 S3 P3 FTQ S4

212
170

116

76

Figura 6: SDS-PAGE das fracdes da preparagdo da ATPase

Foram aplicados 5 plL. de amostra das fragoes em gel de poliacrilamida 10 %.
Q gel foi corado com Coomassie Blue R. Os valores e as setas a direita
indicam padrées de peso molecular e o polipeptideo de 160 e 54 kDa,
respectivamente.
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5.2. Atividade Mg* -ATPasica e Ca?* -ATPasica da fragio

ATPase:

De acordo com a figura 7, na presenca de CaCl, 2 mM, a atividade

Mg**-ATPasica sofreu um aumento de aproximadamente 10 9, A fragio nao

apresentou atividade Ca®' -ATPasica.

5.3. Atividade K'/EDTA-ATPasica:

Atividade K'/EDTA-ATPasica foi usada como uma maneira de
caracterizar atividade especifica de miosinas que, em meio livre de cations

bivalentes, apresentam atividade ATPasica estimulada por alta concentragéo

de sal.
A fragio ATPase foi incubada em meio deficiente em cations bivalentes,

na presenga de KCI 60 ou 600 mM. A atividade se mostrou nula tanto em ajtg

quanto baixa concentragéo de KCI (figura 8).
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o

i 2*_ATPasica
: 2_ATPasica e Ca -AT
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Figura 7: Dosagem da at 40 ATPase a0 meio de reaGIaOJmn:M olou CaCl, 2 mM
Adicionou-se SOTL;I\- ?anl:ﬁﬁi KCl 6 omM conten d@%"%% "ATP 1 mM (concentragéo
DTT 1 mM, ED .o i iniciada com a adi¢a : dicdo de 2 mL de
e A3r7e(f>lZ‘:3al<(j)ufr(:nltr:a| 20 minutos € interrompida pela adica
final), incubada a

solugdo de dosagem.
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Atividade Especifica( %)

Fi . .. + -ATPéSica . =
igura 8: Atividade K'/EDTA- & 500 . -da em meio de reago Imidazol 25

A ativi i _ATPasica foi det

m,\‘;’;tlgﬁa?% KD/EPZAnﬁJPaE%TA 2 mM conter;go KCI’6.0 ou 600 [nM. Conformg

indicado. Para determinégéo da atividade Mg -ATPasica, a fralc;go ATPase foi

incubadé a 37 °C durante 20 minutos em melo de reacao lmlgazo. 5 r_nM, DTT 1

mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM contendo MgClz 4 mM. A rgaagao foi |nICIad§ com a

adig:'éo de ATFr’n1 mM (concentragéo final), incubada a 37 C durante 20 minutos e
de soiugéo de dosagem.

interrompida pela adigéo de 2mL



33

5.4. Efeito do Fluoreto de Aluminio sobre a Atividade

Mg?* -ATPasica:

Realizou-se a dosagem da atividade Mg®" -ATPéasica na presenca de

fluoreto de aluminio , inibidor de varias enzimas que catalizam a hidrdlise de

nucleotideos.

Na presencga de fluoreto de aluminio, obtido a partir da adigédo de AICl3
05 mM e NaF 2,5 mM ao meio de reacdo, observou-se uma redugdo de
*_ATPasica da fragéo ATPase (tabela |lI).

aproximadamente 30 % na atividade Mg?
As atividades na presenga de NaF 2,5 mM ou de AICl3 0,5 mM mostraram redugéo

de apenas 10-15 %.

5.5. Efeito de vanadato de sédio sobre a Atividade Mg® -ATPasica:

ruturalimente similar a0 fosfato e tem agdo inibitdria

Vanadato € est
ses se mostram mais sensiveis, sendo

sobre diversas ATPases. Algumas ATPa
gbes de vanadato.

inibidas em baixas concentra
e vanadato de sodio 1 mM mostrou

50 ATPase na presenca d

A frag
o, em sua atividade Mg-ATPasica. A inibigao foi

inibicao de aproximadamente 30

o 50 uM de vanadato (figura 9).

menor em concentragé

I8 e

&g

‘
L.

S s
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Atividade Especifica

(%)
Mg/ATP 100
Fluoreto de Sodio 2,5 mM 86
Cloreto de Aluminio 0,5 mM 92
Fluoreto de Aluminio 70

e Aluminio sobre a Atividade Mg-ATPasica

cionados ao meio de reagdo Imidazol 25 mM pH
| 60 mM contendo MgClz 4 mM. AICl; 0,5 mM
e/ou NaF 2,5 mM foram adicionados como indicado. A r%agéo foi iniciada com a
adicdo de ATP 1 mM (concentragéo final), incubada a 37 °C durante 20 minutos e

interrompida pela adigdo de 2 ML de solugdo de dosagem.

Tabela IlI: Efeito do Fluoreto de .
50 uL da fragao ATPase foram ad
7.5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KC
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Atividade Especifica
(%)

dio sobre a Atividade M #*_ATPasi
2 " g“ -ATPasic
ul da fracdo ATPase ao meio de reagéo Imidazolazs mM
endo MgCl, 4 mM e Vanadato de

PH 7,5 DTT 1 mM, EDTA 1
50 foi iniciada com a adicdo de

S’ 3
édio nas concentragdes indicadas (uM). A reag
incubada a 37 °C durante 20 minutos e

A
inIeP 1 mM (concentragdo final),
rrompida pela adigéo de 2 mL de solugdo de dosagem.

dato de So6
foram adicionados
mM, KCI 60 mM cont

Figura 9: Efeito do Vana
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5.6. Efeito de Triton X-100 e Azida sobre a Ativigage Mg**
“ATPasica:

Quando a dosagem da atividade Mg? -ATPasica fo; realizada ng

Presenca de azida sédica 1 mM, n&o ocorreram alteragées significativas ng

atividade ATP4sica (figura 10). Azida tem efeito inibitério sobre g atividade Mg?* .

ATPasica de F,-ATPase.
Na presenga de Triton X-100 0,2 %, um detergente nao-idnico, notou-se

Uma redugso de cerca de 65 % da atividade Mg®*-ATPésica (figura 10)

5.7. Efeito da forga I6nica sobre a atividade Mg

ATP3isica:

A adicdo de NaCl ou KCI 0,3 M ao meio de reagdo mostrou, em ambas
adicdo !

as 0 diminuigdo de cerca de 60 % da atividade Mg®" -ATPaésica (figura
reagées uma di

11).
ificar a inibigdo dependente da concentragdo de sais ng
Para verifi

at ATPase, a reago foi realizada em diferentes concentraces
vidade da fraggo : e
de KCI com tra a figura 12. Na presenga de KCI 75 mM, ocorreu diminuigso
COmo mos

Y ingi a reducdo de
> 10 % da atividade Mg2 -ATP-asica, atmgmdo em 600 mM um ¢
a au

75 9%,
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&

riton X-100 e Azida sobre 3 Atividade Mg** -ATPasica
meio de reagdo Imidazol 25 mM pH 7,5

fragdo ATPase ao .
KCl 60 mM contendo MgCl, 4 mM. Triton X-100 0,2 % e

Figura 10: Efeito de T
AdICiOnou_Se 80 HL da

DTT1mM,EDTA1mM, con 4 mM. Tri

Azida 1 mM foram adicionados onde indicado. A reagag foi iniciada com a adigao

de ATP 1 mM (concentragéo final), incubada a 37 C durante 20 minutos e
de dosagem.

interrompida pela adig0 de 2 mL de solugéo
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tividade Mg*'-ATPasica

i 2 i | 25 mM pH 7,5,
Figura 11: Efeito da forgz meio de reagfn{]r:/:d?\'z:c| ou KC?0,3 M
Adicionou-se 80 ul da lf\l;lag Cl 60 mM cont_endo. ﬂ?c?:ja Coml a adigdo de ATP 1
DTT 1 mMm, EDTA T M "indicado. A rée foi ;e 20 minutos € interrompida pela
foram adicionados f‘?on;\o incubada @ 37 °C duran
mM (concentragéo finalj, "™ agem.
adigdo de 2 mL de solugao de dosag
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5.8. Especificidade do Substrato:

Com o objeti i
jetivo de verificar a hidrélise de outros nucleot
eotideos
pela
das frente a GTP, PPi, ou ADP
) em

fraca
o)
ATPase, as reagbes foram dosa

concentragdes de 1 mM.
+ Aol
_ADPasica praticamente nula e atividad
ade

Foi observada atividade Mg?
-GTPasica foi cerca de 85 % men
or

i ;e
pirofosfatéasica ausente. A atividade Mg?

a atividade de hidrolise de Mg?*-ATP (figura 13)

5.9. Efeito da concentragdo do substrato sob
re a

atividade Mg** -ATPasica:

4 da fragdo ATPase quando verificada na preseng
a

A atividade especific
e ATP aumenta com © aumento d
a

de =

concentragoes giferentes  d
rato, at¢ 25
mM ocorreu decaimento da atividade

conce 3
ntragdo de subst M de ATP (figura 14). Em

co 5
ncentracbes Superiores a b
M ATP, apresento

a 5mMde ATP.

y-se bem menor queé a atividade

enzimatica que, em 20m

a ~
presentada em concentragoes 2,5
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Atividade Especifica

o de reagdo Imidazol 25 mM

e Substrato
m adicionados a0 mei
ndo MgClz 4 mM. A reagéo foi

Fi

509:[6' 13: Especificidade d

PH 7 5da fraggo ATPase fora

iniciada [C)TT 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 60 mM conte

i om a adigdo de TP, GTP ADP ou PPi 1 mM = .

INcubada ¢ , ) (Concentragoes finai
adas a 37 °C durante 20 minutos o interrompida peél : ais),

solugdo de dosagem. pida pela adigo de 2 mL de
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6. Discussao

do presenfe trabatho mostram a obtengdo de uma

Os resultados
TPasica a partir de citosol de encéfalo

fragdo enriquecida em atividade A
ye néo interagiu com as C
m SDS-PAGE, a presenga de dois

olunas de troca ibnica

de rato. A fragéo 4

utilizadas sempre mostrou, €
is, de 160 € 54 kDa,
o resina de filtracgo em gel, S-300

que co-purificavam com a

polipeptideos principa

atividade ATPasica. Utilizand

olipeptideos fossem
meiras fragoes obtidas (dados n&o

eluidos em fragdes distintas

esperava-se que 05 P

mas co-purificaram-s€ N&s pri
ue ocorra interacdo entre o0s

mostrados). Estes resultados sugerem ¢

referidos polipeptideos.
O polipeptideo de 54 kDa apresentou maior enriquecimento nas
A aplicagdo de S3 em Q-Sepharose

fractes P2 e S3 (figura 6)
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possibilitou um aumento consideravel da atividade especifica da fragao
que nao interagiu com as colunas de troca inica. A fragdo FT-Q mostrou
em SDS-PAGE uma banda polipeptidica de 54 kDa menos densa, mas a

purificagdo de 21 vezes aumentou para 70 e a atividade total ndo sofreu

alteracéo consideravel nesta etapa (Tabela Il).

Ao tampdo de extragdo nao foram adicionados agentes para
solubilizagdo de proteinas de membrana como detergentes. Assim

espera-se que a fragéo S1, obtida a partir de centrifugag&o a 50 000 x g

durante 40 minutos, ndo contenha ATPases de membrana como Na'/K'-
ATPase, Cal-ATPase ou FiFc-ATPase. A mobilidade relativa dos

polipeptideos da fragdo ATPase, S5, se distinguem das subunidades de

outras ATPases conhecidas. Na‘/K'-ATPase é constituida por subunidade

o de 113 kDa e subunidade p de 35 kDa (LINGREL & KUNTZWEILER,

1994); Ca?*-ATPase de membrana plasmética apresenta ~134 kDa
(MOLLER et al. 1996); FiF-ATPase apresenta o complexo F, constituido

por subunidades &, bz, Ce-12, de 30, 17 e 8 kDa, respectivamente; a porgéo

F, é constituida das subunidades oz, Bs, v, 8, €, de 55, 50, 31, 19 e 14

kDa, respectivamente (BOYER, 1997). Como observado, o complexo F; é
constituido por subunidades de 55 e 50 kDa que se apresentam em
proporgao de 1:1. Em nossas condigdes de ensaio, provavelmente néo
haveria separagéo entre estas subunidades. A fragdo ATPase néo
apresenta um polipeptideo de 50 kDa na mesma proporgao referida para

o complexo Fi1.
2+_ATPésica da fragdo ATPase de encéfalo, quando

as subunidades d

A atividade Mg

4 de fons ca?*, ndo sofreu alteragdes e a atividade

dosada na presens
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2+ 7 .
Ca®*-ATPasica foi nula, contrastando com ATPases como cinesinas d
as de
cérebro, que apresenta atividade Ca®*-ATPasica maior que a Mg?
a Mg“'-
ATPasica quando na auséncia de microtibulos (KUTZNETSOV &

GELFAND, 1986); dineinas e ecto-ATPases sollveis apresenta
m

atividade Mg?*-ATPésica maior que a Ca’’-ATPasica, mas amb
) ampas

ATPases @ ivi
presentam atividade na presenca de Ca® ou Mg®

(SHPETENER, 1988: SMITH et al., 1997). A fragcdo ATPase també
m

apresenta comportamento distinto de miosinas frente a cations bivalente
s,

gl i 2+ .
miosinas | e Il apresentam atividade Ca -ATPésica maior que a atividade

Mg?'-ATPasica (CONZELMAN & MOOSEKER, 1987, MARUTA & KORN
1977).
Ensaios em que a atividade ATPasica foi verificada em meio livre

de cations bivalentes, mas na presenga de alta forga idnica (K'/EDTA

ATPase), sugerem & auséncia de miosinas na fragdo ATPase, visto que
miosinas | e |l apresentam alta atividade K'/EDTA-ATPasica

(CONZELMAN 8 MOOSEKER, 1987, MARUTA & KORN, 1977). Miosinas

de classe V nao apresenta
1992; NASCIMENTO et al., 1996), mas diferem da

m atividade K'/EDTA-ATPasica consideravel

(ESPINDOLA et al.

fraggo ATPase de encéfalo por serem constituidas de cadeia pesada de

190 kDa e multiplas cadeias leves de calmodulina de 21 kDa (CHENEY et

al. 1993; LARSON et al, 19
mostra polipeptideos  com  massas  moleculares

88). A analise em SDS-PAGE da fragéo

ATPase hao
ndentes aos referidos acima.

correspo
m CHABRE (1990), em solugdes aquosas de fluoreto

De acordo €O

de sodio, o aluminio forma complexos i6nicos com o fluoreto, onde a
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especie de fluoreto de aluminio presente, AIF,*9), depende do excesso de

concentragéo de ions fluoreto. O fluoreto de aluminio tem alta afinidade
para os sitios ligantes de nucleotideos das ATPases, sendo um analogo

do y-fosfato do ATP. Na presenca de NaF 25 mM e AiCl; 0,5 mM g3

fracdo ATPase foi inibida em 30% (Tabela ). F1-ATPase apresents

inibic&o de 70% da sua atividade na presenga de NaF 5 mm e AICl; 100
um (LUNARDI et al., 1988). A atividade Mg?*-ATPasica de miosina |] &
inibida em concentragGes de NaF 2,5 mM e AICl; 0,5 mM (MARUTA et al.,
1993).

Dinamina & uma GTPase envolvida nos processos de endocitose
mediados por clatrina e reciclagem de vesiculas sinapticas (SCHMID et
al., 1993). Foi primeiramente identificada como um polipeptideo de 100
kDa que estava presente em ensaios de purificagdo de dineina e cinesina
de cérebro (SHPETNER & VALLE, 1989). A enzima & altamente
especifica para GTP, sendo a atividade GTPasica inibida em 80% por
NaF 2,4 mM e AICl; 0,1 mM (SHPETNER & VALLE, 1992). A atividade
GTPasica da fracdo de encéfalo € 80% menor que a sua atividade
ATPasica, o que mostra a maior especificidade das enzimas da fracao por
ATP e também sugere que dinamina ndo seja a responsavel pela
atividade GTPasica observada.

Vanadato, semelhante ao fluoreto de aluminio, atua como um
analogo do y-fosfato, se ligando ao ADP presente no sitio catalitico e
formando uma estrutura pentacovalente semelhante ao y-fosfato do ATP,

(CHABRE, 1990). Vanadato inibe ATPases do tipo P,

durante a hidrolise

ATPase (CANTLEY et al, 1977) e Ca®-ATPase

como Na'/K*
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(CARAFOLI, 1991) e também outras ATPases. De acordo com
SHPETNER et al., 1988, dineina de ceérebro sofre inibicdo de 50% por

vanadato 5-10 uM, o mesmo obtido por LYE et al. (1988), onde dineina de

Caenorhabditis elegans mostra 0 mesmo perfil de inibigdo por vanadato
10 uM. Cinesina de cérebro ndo apresenta inibico consideravel por

vanadato 10 pM, ocorrendo apenas 27% de inibicdo (KUTZNETSOV &

GELFAND, 1986); em concentragdes de 10-200 uM houve inibigéo de

20% da atividade ATPasica da cinesina purificada de Acanthamoeba

castellanii (KACHAR et al., 19
rdo com a inibigao apresentada pela fragdo ATPase (Figura

87). Os resultados obtidos para cinesina

estdo em aco
9), que em concentragbes de vanadato 200 uM apresentou 30% de
inibicdo e mesmo em concentragdo de 1 mM foi inibida em menos de
40%. A atividade Mg?*-ATPasica das miosinas & inibida em 50% por
que mostra sua menor sensibilidade a este inibidor

vanadato 500 uM, O

(GOODNO, 1979).
ada de cérebro pbovino apresenta aumento da

Cinesina purific
riton X-100 0,2%, um detergente ngo

ATPasica na presenca de T

atividade
& GELFAND, 1986); diferente do apresentado pela

ionico (KUTZNETSOV
ase, cuja atividade ATP

00 0,2% (Figura 10).
ATPéasica de dineina de cérebro

asica foi inibida em 65%, quando na

fragdo ATP
Triton X-100 0,2% nao tem

presenga de Triton X-1

na atividade

efeito considerével
s formas de dineina

(SHPETNER et al., 1988), embora estimule outra
mas ecto-ATPases sollveis ndo sdo

(GIBBONS & FRONK, 1979
100 1% (SMITH et al.,

). Algu

1997).

inibidas por Triton X-
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Em presenca de alta forca ibnica (KCI ou NaCj 0.3 M), ocorrey
inibicdo de 60% da atividade da fracdo ATPase como mostrado na figura
11. Dineina citoplasmatica apresenta aumento da atividade ATPasica em
meio contendo alta forga idnica e auséncia de microtibulos (SHPETNER

etal., 1988).

Atividade ATPasica da fragdo ATPase ndo foi inibida por azida
sédica 1 mM. De acordo com MUNEYUKI et al. (1993), Fi-ATPase &

inibida em 50% por azida 5 uM. Algumas ecto-ATPDases tambgm sdo

inibidas por azida; a inibigho varia com pH, concentragio de Substrato e

cations bivalentes (KNOWLES & NAGY, 1999).
Ecto-ATPDases séo caracterizadas por hidrolisarem nucleotideos

trifosfato e difosfatos e serem inibidas por azida, ao contrario das ecto-

ATPases que hidrolisam somente nucleotideos trifosfatos e nao sdo

inibidas por azida (PLESNER, 1995).
De acordo com ASAI et al. (1995), duas formas de ecto-NTPases

soliveis de Toxoplasma gondii diferem na especificidade de hidrdlise de
nucleotideo, sendo que uma das isoformas hidrolisa apengs nucleotideos
trifosfatos, como ATP. Similarmente, a fragdo ATPase ndo hidrolisa ADP.
SMITH et al. (1997), purificaram uma ecto-ATPase solivel de
Tetrahymena thermophila que, semelhante a nossa fragdo ATPase de
encéfalo, ngo hidrolisa nucleotideos difosfatos e a atividade GTPasjca &
20% do valor da atividade ATPasica. A ecto-ATPase néo é inibida por
azida ou vanadato 100-200 uM e 0 pH étimo para sua atividade ATP4sica

é em torno de 7,5. Em contraste & fragdo ATPase, a ecto-ATPase de
m to 9.

ificidade de cations bivalentes, Ca?* oy
~ nta especificidad ,
Tetrahymena néo apreseé
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Mgz", embora a atividade Mgz*-ATPésica apresente maiores valores. A

massa molecular da enzima € de 66 kDa.

KEGEL et al. (1997), descreve a expressao de uma ecto-ATPase
de cérebro de rato com massa molecular de 54,39 kDa, que hidrolisa
ATP. Ecto-ATPase purificada a partir de oviduto de galinha, mostra
através de SDS-PAGE e Western blot, a presenca dos polipeptideos de
80 e 160 kDa; o polipeptideo de 160 kDa representa a forma dimérica do
polipeptideo de 80 kDa que é a forma glicosilada da enzima (STROBEL et
al., 1996). Segundo LEWIS-CARL & KIRLEY (1997), a analise em
Western blot da ecto-ATPDase purificada a partir de estomago de galinha
apresenta, em concordéancia com STROBEL et al. (1996), um polipeptideo

de 80 kDa na forma glicosilada e que apés deglicosilacso apresenta 54

kDa.
Segundo VALE et al. (1985), cinesina de cérebro em SDS-PAGE

mostra ser constituida por polipeptideos de 110-120 kDa e 60-70 kDa.

A inibicdo mostrada pela nossa fragdo ATPase por Triton X-100
0,2% e concentragdo de KCl 75-600 mM aponta para uma possivel
interferéncia de detergentes e forga ibnica nas interagdes quimicas entre

grupamentos dentro da cadeia polipeptidica, entre subunidades, ou entre

proteinas distintas, que interferem na atividade ATPasica da enzima em
questdo. N&o houve interagdo dos dois polipeptideos referidos até aqui
com colunas de troca anibnica ou catidnica. A co-eluicdo dos

polipeptideos de 160 e 54 kDa da coluna de filtragdo em gel utilizada,

também sugere uma interagéo entre estes.
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Em ensaios recentes, a fragdo ATPase foi aplicada a coluna de
Octil-Sepharose e houve interagdo dos polipeptideos com a resina, mas a

eluicio so foi possivel em condicdes desnaturantes (uréia 8 M ou etanol

30%) e apos didlise das fracdes, a atividade enzimatica nao foi
reestabelecida (dados n&o mostrados).

A ofimizacdo da eluicdo dos polipeptideos da coluna de Octil-

Sepharose, ensaios com anticorpos (Western Blot) e o sequenciamento

parcial dos polipeptideos isolados permitirdo conclusdes mais precisas

em relagdo a identidade da ATPase parcialmente purificada neste

trabalho.



7. Conclusées

queci ividade ATPésica g
bteve-se uma fragdo enriquecida em ativida
" Neste trabalho obteve-

3 ato
Partir de citosol de encéfalo de r
54 e 160 kDa
incipais polipeptideos apresentam
> Os principais polipep

i ATPases conhecidas
ropriedades distintas de outras
’ se apresenta p + iosinas, Cinesinas o
o p F.-ATPase, Na'/K'-ATPase, miosina
i F1 o ]
Como Ca?-ATPase,

dineinas.
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8. Resumo

Os resultados deste trabalho mostram a obtencdo de umg fragdo
enriquecida em atividade ATPasica a partir de citosol de encéfalo de rato,
O homogeneizado de encéfalos foi centrifugado a 50 000 x g durante 40
minutos e o sobrenadante aplicado a resina de SP-Sepharose. A fracdo
que ndo interagiu com a resina foi tratada com sulfato de amenio e
aplicada a coluna de Q-Sepharose. A fracdo que néo interagiu com ests
resina apresentou alta atividade ATPasica; foi tratada com sulfato de
aménio 30% e a atividade recuperada por centrifugacéo. A fragdo obtigg
apresentou atividade Mg?*-ATPésica, mas a atividade Ca®*-ATPasicq foi
nula. Ndo foi detectada atividade KY/EDTA-ATPasica. Sua atividade Mg?*-
ATP3sica foi bem maior que a atividade GTPasica; ADP e PPj nzo foram

Substratos. Fluoreto de aluminio mostrou inibicdo de 309 sobre a
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atividade ATPasica. Vanadato e azida néo tiveram efeito consideravel
sobre a atividade. Triton X-100 0.2% e alta forga idnica inibiram g
atividade em torno de 60%. Em SDS-PAGE observou-se a presenca de

dois polipeptideos principais de 160 e 64 kDa. A ATPase nao interagiu

com colunas de troca idnica e sua atividade apresentou propriedades

distintas de ATPases conhecidas como Ca**-ATPase, F1Fo-ATPase,

Na'/K*-ATPase, miosinas, cinesinas e dineinas.



9. Abstract

This work presents the obtention of rich ATPage- activity fraction
from rat encephalon cytosol. The encephalon homogenized was
centrifuged 50.000 x g for 40 minutes and the Supernatant loaded in SP-
Sepharose column. The flow through was treated with ammonium sulfate

and loaded in Q-Sepharose column. Its flow through was treateq with 30
% ammonium sulfate and ATPase activity was restored by Centrifugation,
This fraction showed Mg*-ATPase activity, however, the Ca®*-ATPase
activity was zero. No K'/EDTA-ATPase activity was detected. The Mg?*-
ATPase activity was higher than GTPase activity. Alumminium fluoride
inhibited about 30 % ATPase activity. Azide and vanadate had no effective
activity; 0,2 % Triton X-100 and high salt concentration inhibited aboyt gg

% activity. The SDS-PAGE analysis showed two evident 160 ang 54

54
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polypeptides. This probable ATPase doesn’t interact with ionic exchange
columns and its activity showed different properties of know ATPases

such as Ca?-ATPase, FiF,-ATPase, Na'/K’-ATPase, myosins, kinesin

and dynein.
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