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1. INTRODUÇÃO.



O movimento coordenado é uma característica central da vida. As 

células eucarióticas possuem no seu citoplasma um complexo conjunto de 

proteínas fílamentares, denominado de citoesqueleto. Este permite que as 

células transportem vesículas, sofram mudanças conformacionais e migrem. 

Um processo altamente regulado pela célula (revisões Wallin & Stromberg, 

1995; Kabsch & Vandekerckhove, 1992).

A contração muscular é feita pelo deslizamento de filamentos de miosina 

e microfilamentos interdigitados. O batimento de cílios e flagelos dependem da 

interação da dineína com os microtúbulos. A cinesina realiza transporte de 

organelas e contas recobertas de látex ao longo de microtúbulos. Estes 

processos celulares sómente podem ser realizados devido as ATPases 

mecanotransdutoras, enzimas que acoplam a energia de hidrólise do ATP a 

algum sistema que requer energia. A miosina acopla a energia de hidrólise do 

ATP à contração muscular, a dineína realiza este processo no batimento de 

cílios e flagelos, e a cinesina no transporte de organelas e vesículas. Estes são 

exemplos de ATPases associadas com o citoesqueleto (revisões Vallee & 

Shpetner, 1990; Marston, 1995).

1.1. Citoesqueleto:

As células eucarióticas apresentam três classes principais de fibras do 

citoesqueleto: microtúbulos (constituído por a e 0 tubulina), microfilamentos 

(constituído por F-actina) e filamentos intermediários.

Microtúbulos são estruturas encontradas em todas as células 

eucarióticas. Eles apresentam um papel crítico na organização intracelular, no 

transporte axonal e de grânulos de pigmentos dos cromatóforos, no movimento 

de cílios e flagelos, e na segregação dos cromossomos durante a mitose e 

meiose. A estrutura dos microtúbulos é similar em todas as células 
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eucarióticas, eles são estruturas longas com cerca de 100 pm, em forma de 

tubos compostos de tubulina, com diâmetro interno e externo de cerca de 15 e 

25 nm, respectivamente (revisão Wallin & Stromberg, 1995).

Tubulina é um heterodímero constituído por duas proteínas relacionadas 

mas não idênticas, a e p tubulina, com tamanho de 4 x 8 nm. Dímeros de 

tubulina formam a "coluna dorsal" dos microtúbulos, e seu alinhamento 

longitudinalmente é chamado protofílamento, geralmente 13 protofilamentos 

formam um microtúbulo. Microtúbulos são polímeros dinâmicos que 

continuamente polimerizam e despolimerizam nas células e in vitro, esta 

propriedade é chamada de instabilidade dinâmica (revisão Cassimeris et al, 

1987).

Existe um grupo heterogêneo de proteínas associadas à microtúbulos, 

estas proteínas podem ser divididas em 2 grupos distintos:

a) aquelas que possuem atividade ATPásica (GTPásica) ativadas por 

microtúbulos, tais como: cinesina, dineína e dinamina,

b) e aquelas como MAP-1, MAP-2, MAP-4 (microtubule associated proteins) 

e t (tau), que são conhecidas por estimularem a polimerização e estabilização 

dos microtúbulos na célula, a dinâmica dos microtúbulos de mamíferos é 

modulada pelas MAPs e t (revisão Wallin & Stromberg, 1995).

Microfilamentos possuem entre 6-7 nm de diâmetro, são constituídos 

por filamentos de actina arranjados em forma de dois cordões de contas 

torcidos um em tomo do outro. A actina abundante nas células eucarióticas é 

uma proteína globular (G-actina) de 45 kDa, que se polimeriza formando 

filamentos helicoidais não covalentes (F-actina). O controle da polimerização- 

despolimerização da actina é muito importante em muitos processos celulares 

tais como: modificações morfológicas, divisão celular e outros. Este controle é 

exercido por proteínas que se ligam aos filamentos de actina estabilizando-os, 

e outras que favorecem a nucleação. Algumas proteínas ligam-se à G-actina, 
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mantendo mais de 50% da actina citoplasmática na forma de monômeros, e 

respondem a sinais extracelulares liberando G-actina, que então se polimeriza 

(revisão Hennessey et al, 1993).

A actina consiste de uma única cadeia polipeptídica com cerca de 375 

resíduos de aminoácidos cuja sequência e propriedades bioquímicas são 

altamente conservadas evolutivamente. Actina foi primeiramente caracterizada 

em músculo, sendo F-actina o principal componente das miofibrilas. Nestas 

estruturas, filamentos espessos formados pela mecanoenzima miosina, 

associam-se a filamentos finos de actina e através de uma mudança 

conformacional, dissociam-se da F-actina, em um processo cíclico que resulta 

no deslizamento de um filamento em relação ao outro, produzindo a contração 

muscular. No músculo estriado, a actina em forma de filamentos finos compõe 

a organização estrutural do sarcômero. Nas células não musculares, no entanto, 

a organização estrutural da actina pode ser modificada em resposta à estímulos 

extra ou intracelulares. Estas estruturas são variações no tema de organização 

dos filamentos, tais como: rede de filamentos individuais no citoplasma, feixes 

de filamentos na interfase nos fibroblastos, feixes curtos de actina nas 

microvilosidades, e outras (revisão Kabsch & Vandekerckhove, 1992).

Todas as proteínas dos filamentos intermediários apresentam um centro 

estrutural comum com aproximadamente 310 resíduos de aminoácidos, que é 

predominantemente em super hélice de a hélice. As extremidades de cada lado 

deste núcleo comum são hipervariáveis, o que confere a estas proteínas uma 

variedade de peso molecular. Estudos da estrutura primária demonstraram que 

existem pelo menos 5 tipos distintos de filamentos intermediários, são eles: 

tipo I e II constituídos de queratina, encontrados nas células epiteliais; tipo III 

constituídos pela vimentina, desmina, etc; tipo IV são os filamentos neuronais 

ou neurofilamentos; tipo V são as lamininas (revisão Steinert & Liem, 1990).

3



1.2. Motores Moleculares.

Motores moleculares são proteínas caracterizadas por algumas 

propriedades comuns, tais como: a) ligação a microtúbulos ou F-actina sensível 

a ATP (ou outro nucleotídeo); b) possuir atividade ATPase (ou outra 

nucleotidase) ativada por microtúbulos ou actina e c) apresentar capacidade de 

produzir força (revisão Vallee & Shpetner, 1990).

Os motores moleculares são compostos por grupos de proteínas: a 

superfamília miosina, a superfamília cinesina e as dineínas axonemal e 

citoplasmáticas. As miosinas utilizam filamentos de actina como "trilhos" para 

realizar movimento, enquanto as cinesinas e dineínas movem-se ao longo de 

trilhos de microtúbulos (revisão Sawin & Scholey, 1991). A dinamina é uma 

nova proteína descoberta (Shpetner & Vallee, 1989) e potencial candidata a 

compor os motores moleculares como mais nova família a utilizar 

microtúbulos.

1.2.1. Miosinas.

O primeiro motor molecular descoberto nesta família foi a miosina II, 

esta denominação deve-se ao fato da molécula apresentar duas cadeias 

polipeptídicas, que possuem nas suas extremidades N-terminal duas porções 

globulares, que destacam-se do restante da molécula, que é formado por um 

longo bastão em super hélice de a hélice (revisão Warrick & Spudich, 1987). 

Esta miosina foi intensamente estudada, devido ao seu fundamental papel na 

contração muscular. A partir do início da década de 70, várias miosinas II não 

musculares foram encontradas em diferentes células (revisão Wamck & 

Spudich, 1987). Proteínas relacionadas com miosina muscular também foram 

descobertas, uma em Acanthamoeba (Pollard & Kom, 1973), outra na borda 
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em escova das células epiteliais do intestino de vertebrados (Collins & 

Borysenko, 1984) e também em Dictyostelium (Titus et al, 1989). Apesar, 

destas proteínas apresentarem características de miosina II, estas não possuíam 

as duas porções globulares como a miosina muscular. Houve então a 

necessidade de separar estas proteínas em duas classes: a) a classe das 

miosinas II ou convencionais, onde ficaram todas as miosinas com duas 

porções globulares (cabeças) e cauda em super hélice de a hélice; e b) a classe 

das miosinas I ou miosinas não convencionais, onde ficaram as que não 

possuíam duas cabeças (revisão Hammer III, 1991; Pollard et al, 1991).

Novas miosinas foram descobertas através da análise genética de 

mutantes, tais como: o gene nina C de Drosophila (Montell & Rubin, 1988), o 

gene dilute de camundongo (Mercer et al, 1991) e MY02 de levedura 

(Johnston et al, 1991). Estudos bioquímicos também conduziram à 

identificação de uma nova miosina: uma proteína ligante de CaM em cérebro 

de vertebrados, denominada inicialmente de p 190 (Larson et al, 1986; Larson 

et al; 1988; Larson et al, 1990; Espíndola et al, 1992 e Espreafico et al, 1992). 

Estas novas miosinas não enquadravam-se nem como miosina I e nem como 

miosina II, a classificação em apenas dois grupos não era apropriada, pois a 

diversidade destas miosinas não permitia tal agrupamento (Cheney & 

Mooseker, 1992; Espreafico et al, 1992). Na tentativa de classificar e 

organizar melhor a família das miosinas, alguns pesquisadores propuseram um 

estudo comparativo da sequência dos resíduos de aminoácidos da extremidade 

N-terminal ou domínio motor, região mais conservada da molécula. Os 

pesquisadores observaram que esta proposta era vantajosa, pois as miosinas 

com caudas semelhantes ficaram na mesma classe (Cheney & Mooseker, 

1992; Espreafico et al, 1992; Goodson & Spudich, 1993 e Mooseker, 1993). 

Atualmente a superfamília miosina está agrupada em 11 classes distintas 

(revisão Mooseker & Cheney, 1995).
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Apesar da significativa variabilidade das miosinas isoladas de músculo 

esquelético, liso e células não musculares, de modo geral elas apresentam as 

seguintes características enzimáticas: a) elevada atividade ATPásica na 

presença de EDTA e alta concentração de potássio (K-EDTA/ATPase) ou na 

presença de Ca++ (CaATPase); b) relativamente baixa atividade na presença de 

Mg++ (MgATPase) e c) estimulação da atividade MgATPase pela actina 

(Pollard, 1982). Uma excessão, é a miosina V (pl90) de vertebrados, que não 

apresenta atividade (K-EDTA)ATPase considerável (Espíndola et al, 1992).

As miosinas conhecidas possuem pelo menos uma cadeia pesada, 

composta por uma região N-terminal globular (ou domínio motor) onde estão 

os sítios de ligação à actina e ATP, uma região C-terminal (ou domínio cauda) 

que é classe específica, e entre estas duas regiões está o domínio pescoço (ou 

regulatório) no qual ligam-se as cadeias leves (revisão Mooseker & Cheney, 

1995). Com a determinação da estrutura primária da pl90 (Espreafico et al, 

1992) descobriu-se que o domínio pescoço desta é caracterizado por 06 

repetições de uma sequência conservada de aproximadamente 23 resíduos de 

aminoácidos básicos e hidrofóbicos, conforme o motivo estrutural IQ 

(IQXXXRGXXXRK) que constituem potenciais sítios de ligação para a 

calmodulina (Espreafico et al, 1992). Os produtos do gene dilute de 

camundongo (Mercer et al, 1991) e MYO2 de levedura (Johnston et al, 1991) 

também apresentam em sua estrutura primária os mesmos 6 motivo estrutural 

IQ. Todas as miosinas possuem um domínio pescoço, cujo tamanho varia de 1 

- 6 motivo estrutural IQ (revisão Mooseker & Cheney, 1995). Seguindo o 

domínio pescoço, cada classe de miosina possue alguma forma de domínio 

cauda específico. Nos últimos tempos tem sido surpreendente o alto grau de 

variação do domínio cauda nas diferentes miosinas, parece que esta variação 

esteja fortemente relacionada com a função específica que cada classe realiza. 

Várias são as atribuições do domínio cauda; algumas miosinas não 
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convencionais possuem habilidade de interagir com membranas, seja 

diretamente ligando-se à fosfolipídeos, ou hipotéticamente através de 

receptores proteicos; outras possuem diferentes domínios: SH3; quinase; PH e 

ativadores de GTPase (GAP), todos comumente associados com transdução de 

sinal (revisão Mooseker & Cheney, 1995).

Uma questão crítica e sem resolução ainda é o elevado e diversificado 

número de genes que codificam miosina num determinado organismo. Em 

Dictyostelium, já foram total ou parcialmente sequenciados 10 genes, onde 09 

parecem ser de miosinas não convencionais (Titus et al, 1994). Estudos 

demonstraram que uma única célula de vertebrado pode expressar mRNA ou 

proteína de pelo menos 11 miosinas, onde somente 02 eram convencionais 

(Bement et al, 1994). Resultados similares foram encontrados em tecidos de rã 

(Sole et al, 1994) e foram evidenciadas 08 miosinas em plantas (Kinkema et al, 

1994). Este grau de diversidade da superfamília miosina levanta questões sobre 

o papel biológico das mesmas, muitas das quais são distribuídas em diferentes 

células e tecidos.

1.2.2. Dineínas: Citoplasmática e Axonemal.

Na década de 60, uma série de estudos sobre motilidade de cílios e 

flagelos, permitiram a purificação e caracterização da primeira proteína com 

atividade ATPase estimulada por microtúbulos, a dineína (revisão Gibbons, 

1981). A dineína flagelar da alga unicelular, biflagelada Chlamydomonas é 

uma das formas mais estudada, esta possui 3 cadeias pesadas de 500 kDa (a, 

P e y); 2 cadeias intermediárias de 78 e 70 kDa e várias cadeias leves de 10 a 

34 kDa (revisão Mitchell, 1994).

Existe um grupo heterôgeneo de proteínas citoplasmáticas associadas à 

microtúbulos, denominadas MAP, estas são proteínas de alto peso molecular, 
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conhecidas por estimularem a polimerização e estabilização dos microtúbulos 

na célula (Olmsted, 1986). Estudos destas proteínas associadas à microtúbulos 

demonstraram que estas eram divididas em dois grupos: MAP-1 e MAP-2. Nas 

preparações de MAP-1 de cérebro de rato, foram detectadas 3 bandas 

polipeptídicas distintas, denominadas de MAP-1 A, MAP-1 B e MAP-1 C 

(Bloometal, 1984).

Uma preparação de cérebro de rato altamente enriquecida em MAP-1 C, 

apresentou atividade ATPase estimulada por microtúbulos e a capacidade de 

translocar microtúbulos e as duas atividades co-purifícaram com a MAP-1 C 

(Paschal et al, 1987). Estas atividades indicavam algum papel para esta 

proteína na motilidade citoplasmática. A MAP-1 C apresentou mobilidade 

eletroforética similar à cadeia p de dineína flagelar de Chlamydomonas e o 

mesmo coeficiente de sedimentação (Paschal et al, 1987). Na presença de 

ATP, microtúbulos aplicados em uma superfície revestida com MAP-1 C 

deslizaram contínua e unidirecionalmente (Paschal & Vallee, 1987). MAP-1 C 

produziu movimento no mesmo sentido realizado pela dineína flagelar de 

Chlamydomonas, ou seja, em direção a extremidade (-) do microtúbulo. Esse 

movimento corresponde ao transporte axonal retrógrado, ou seja, da periferia 

para o centro da célula (Paschal & Vallee, 1987). Estudos de microscopia 

eletrônica de transmissão demonstraram que MAP-1 C era estruturalmente 

equivalente a dineína axonemal e sem dúvida um análogo citoplasmático desta 

enzima (Vallee et al, 1988). Assim sendo, MAP-1 C passou a ser denominada, 

dineína citoplasmática.

A atividade enzimática das dineínas citoplasmática e axonemal é 

dependente de Mg++ ou Ca** (Shpetner et al, 1988) e a atividade MgATPase 

da dineína citoplasmática é consideravelmente mais sensível a estimulação por 

baixas concentrações de microtúbulos que a dineína axonemal (Shpetner et al, 

1988). Entretanto, dineínas citoplasmática e axonemal diferem quanto a 
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especificidade de nucleotídeos. O ATP é o substrato preferencial para dineína 

axonemal e os nucleotídeos CTP, TTP e GTP foram melhores substratos do 

que o ATP para dineína citoplasmática, contudo, sómente ATP é utilizado para 

translocação de microtúbulos (Shpetner et al, 1988).

A cinética de inibição pelo vanadato demonstrou que este atua como 

análogo do fosfato, formando um complexo relativamente estável, que atua 

bloqueando o sítio de ligação de y-fosfato do ATP (Gibbons et al, 1978). A 

dineína citoplasmática é inibida por NaVO3 sendo necessário de 5-10 pM para 

inibição de 50% de sua atividade ATPase, enquanto que para dineína axonemal 

são necessárias aproximadamente 2 pM (Shpetner et al, 1988). Vanadato 

também é utilizado como um agente fotosensível nos estudos da estrutura da 

cadeia pesada da dineína. A exposição da dineína à irradiação UV (365 nm) 

em baixa concentração de NaVO3 e MgATP (pM), resulta na divagem da 

cadeia pesada das dineínas citoplasmática e axonemal em um sítio específico, 

com uma paralela perda da atividade ATPase (Gibbons et al, 1987; Paschal et 

al, 1987). O eritro(-2-hidroxi -3 nonil) adenina (EHNA), é um inibidor menos 

potente que o NaVO3, porém mais específico. EHNA 1 mM em alta fôrça 

iônica (0.6 M) inibiu 85% da atividade da dineína citoplasmática e totalmente a 

dineína axonemal (Shpetner et al, 1988).

As dineínas possuem entre 1000 e 2000 kDa e contêm 2 ou 3 cadeias 

pesadas, onde encontram-se as regiões produtoras de fôrça. A extremidade N- 

terminal de 35 kDa de cada cadeia pesada possue a sequência consenso 

denominada "P-loop", elemento indicativo de ligação e hidrólise do 

nucleotídeo, que representa a região motora da molécula (revisão Vallee, 

1993). A dineína axonemal possui subunidades acessórias que variam de 14 a 

120 kDa, enquanto que na dineína citoplasmática estas variam de 53 a 74 kDa. 

Devido ao tamanho das dineínas e sua composição complexa, definir sua 

estrutura tem sido um trabalho exaustivo (revisão Vallee, 1993).
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Estudo de microscopia eletrônica utilizando anticorpos anti-70 kDa da 

dineína flagelar de Chlamydomonas, demonstraram que este polipeptídeo está 

localizado na base do complexo dineína flagelar (King & Witman, 1990), 

estritamente associado com a subfibra A do axonema (Goodenough & Heuser, 

1984). Sugerindo que o papel desta é produzir uma região não catalítica ligante 

de microtúbulos (Paschal et al, 1992). A dineína citoplasmática de rato possue 

um proeminente polipeptídeo de 74 kDa, que embora relativamente distante, 

apresenta uma clara homologia com a cadeia intermediária de 70 kDa da 

Chlamydomonas (Paschal et al, 1992). Papel análogo foi proposto para o 

polipeptídeo de 74 kDa da dineína citoplasmática de rato, com função de 

ligação a organelas, cinetocoros ou microtúbulos (Paschal et al, 1992; revisão 

Vallee, 1993).

Dineína citoplasmática encontra-se amplamente distribuída em diversos 

organismos. Esta foi purificada de Caenorhabditis elegans, Dictyostelium, 

fígado, testículo e cérebro de rato (revisão Vallee & Shpetner, 1990). Estudo 

imunohistoquímico de diferentes tecidos de rato demonstrou que dineína 

citoplasmática e axonemal co-existem na mesma célula, como por exemplo no 

epitélio brônquico. A diferente distribuição entre as dineínas citoplasmática e 

axonemal sugere que uma forma de dineína não pode mudar para outra forma 

(Yoshida et al, 1992).

Dineína citoplasmática parece participar no transporte axonal retrógrado 

nos neurônios (Paschal & Valle, 1987). Nas células epiteliais a dineína parece 

estar envolvida no transporte da superfície apical para basolateral, na 

distribuição e redistribuição de endossomos, lisossomos e elementos do 

complexo de Golgi (Lin & Collins, 1992). Dineína também pode estar 

envolvida no movimento do cromossomo em direção ao pólo mitótico na 

Prometafase/ Anafase A, no transporte de vesículas nos pólos e na organização 

do fuso mitótico (revisão Sawin & Scholey, 1991).
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1.2.3. Cinesinas.

Cinesina foi primeiramente detectada em estudos do transporte axonal 

rápido em lula. A incubação de axoplasma de lula com AMP-PNP e 

microtúbulos, induziu a ligação da cinesina aos microtúbulos, sendo esta 

interação o primeiro passo para a purificação da cinesina (Vale et al, 1985). A 

cinesina, é referida de modo geral, como uma proteína motora que realiza 

movimento em direção a extremidade (+) do microtúbulo, ou seja, do centro da 

célula para a periferia, movimento centrífugo (Vale et al, 1985).

Na ausência de microtúbulos, a cinesina apresenta atividade CaATPase 

maior do que a MgATPase, porém, não foi observado deslizamento dos 

microtúbulos na presença de CaATP, embora ambas as atividades sejam 

estimuladas por microtúbulos (Kuznetsov & Gelfand, 1986). Estudo recente 

demonstrou que a atividade ATPase da cinesina pode ser regulada de várias 

maneiras, dependendo da heterogeneidade das cadeias leves contidas na 

preparação. Certas cadeias leves de cinesina são proteínas ligantes de 

calmodulina e ambas cadeias leves e pesadas podem ser fosforiladas 

diferentemente pela proteína quinase dependente AMPc e proteína quinase C, 

reduzindo a atividade ATPase estimulada por microtúbulos, tanto in vitro 

como in vivo (Matthies et al, 1993). Os nucleotídeos ATP, GTP, TTP, UTP e 

CTP foram hidrolizados pela cinesina, no entanto, MgATP é o substrato 

preferido (revisão Vallee & Shpetner, 1990).

A cinesina é menos sensível ao NaVO3 quando comparada à dineína, 

foram necessárias 50-60 pM de NaVO3 para uma inibição de 50% da atividade 

MgATPase da cinesina. Ela apresenta resistência aos agentes oxidantes como 

N-etilmaleimida (NEM) sendo requeridos de 3-5 mM deste, para uma inibição 

entre 20 a 50% da atividade MgATPase (revisão Vallee & Sheptner, 1990).
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Cinesina é um tetrâmero (0C2P2) composto de 02 cadeias pesadas a e 

duas cadeias leves 0 (ver Cole & Scholey, 1995). As cadeias pesadas são 

comumente de 110-134 kDa e as cadeias leves de 60-80 kDa. Na extremidade 

N-terminal de cada cadeia pesada, encontra-se 0 domínio motor globular ou 

cabeça com cerca de 40 kDa, região de ligação ao microtúbulo e hidrólise de 

ATP. Ligada a cabeça globular está uma longa cauda de 50-60 nm, cuja 

estrutura é em super hélice de a hélice. A extremidade C-terminal da cadeia 

pesada, dobra-se formando uma segunda região globular, acredita-se que nesta 

região estejam os sítios de ligação das cadeias leves e da "carga" a ser 

transportada (revisões Goldstein, 1991; Cole & Scholey, 1995).

A análise de células mutantes possibilitou a descoberta de várias 

proteínas relacionadas com cinesina, as primeiras foram a KAR3 de 

Saccharomyces cerevisiae (Meluh & Rose, 1990) e bim C de Aspergillus 

nidulans (Enos & Morris, 1990). A ncd de Drosophila melanogaster foi 

detectada em mutantes com falha na segregação dos cromossomos na meiose e 

mitose (Endow et al, 1990). E a análise de outros mutantes permitiram a 

detecção de mais proteínas relacionadas com cinesina, a Cut 7 (Hagan & 

Yamagida, 1990); nod (Zhang et al, 1990); une-104 (Otsuka et al, 1991) e 

outras.

Estudos recentes de várias cinesinas nativas sugerem que a diversidade 

de sequências em seu domínio cauda sejam importantes para as variadas 

estruturas quaternárias, bem como as diversas "cargas" a serem transportadas 

(ver Cole & Scholey, 1995). Cinesina isolada de uma variedade de tecidos, tais 

como: axoplasma de lula, cérebro bovino, ovos de ouriço-do-mar e embrião de 

Drosophila, apresentam a composição tetramérica («2^2) como descrita 

anteriormente. Interessantemente, uma proteína relacionada com cinesina 

obtida de cérebro bovino e ovos de ouriço-do-mar, apresenta complexo 

homodimérico (a2) sem cadeias leves (ver Cole & Scholey, 1995). Uma 
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proteína de 300 kDa, também relacionada a cinesina, foi purificada de ovos de 

ouriço-do-mar. Esta possui dois polipeptídeos similares (85 e 95 kDa), que 

formam um heterodímero com estrutura em super hélice de a hélice entre seus 

domínios cauda, onde encontra-se uma terceira subunidade de 

aproximadamente 115 kDa, que pode desempenhar papel similar ao das 

cadeias leves de cinesina (Cole et al, 1993).

A subfamília bim C de cinesina está presente em tecidos em divisão de 

um grande número de organismos. A proteína KPP-130 de Drosophila, o 

primeiro membro desta subfamília a ser isolado, é um homotetrâmero de 500 

kDa composto aparentemente por 4 polipeptídeos de 130 kDa relacionados à 

cinesina que não possuem cadeias leves ou polipeptídeos acessórios (Cole et 

al, 1994).

Através da expressão de um gene de cérebro murino em Baculovirus foi 

possível purificar uma proteína monomérica, que semelhante a cinesina move- 

se ao longo de microtúbulos em direção a extremidade (+). Esta é uma proteína 

de 144 kDa cuja a extremidade N-terminal é globular com uma curta região 

cauda. Esta é a primeira evidência bioquímica de que a cinesina monomérica 

exista in vivo (Nangaku et al, 1994).

Cinesina encontra-se distribuída em uma ampla variedade de organismos 

e tipos celulares. Esta foi identificada bioquimicamente em ovos de ouriço-do- 

mar (Cole et al, 1993); embrião de Drosophila (Cole et al, 1994); fígado de 

rato (Marks et al, 1994); glândula adrenal bovina (Murofushi et al, 1988); 

cérebro bovino (Kuznetsov & Gelfand, 1986); Dictyostelium (McCafírey & 

Vale, 1989); Saccharomyces cerevisiae (Middleton & Carbon, 1994); 

axoplasma de lula (Vale et al, 1985) e outros.

Apesar da caracterização da estrutura e propriedades enzimáticas da 

cinesina, sua função na célula permanece incerta. Cinesina é capaz de induzir a 

translocação de contas de látex ao longo de microtúbulos (Vale et al, 1985).
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Esta propriedade levanta a possibilidade desta proteína ser um motor para 

transporte de organelas membranosas na célula. Estudo in vitro evidenciou o 

papel da cinesina no movimento de grânulos pigmentosos do centro para a 

periferia dos melanóforos (Rodionov et al, 1991). A preparação e 

caracterização de diferentes frações subcelulares (complexo de Golgi, 

vesículas secretórias, mitocôndrias, lisossomos, endossomos, retículo 

endoplasmático e outros) de fígado de rato e análises de imunoblot forneceram 

fortes evidências que cinesina está associada com vesículas secretórias, 

principalmente no complexo de Golgi (Marks et al, 1994). Os resultados 

sugerem que cinesina esteja envolvida em múltiplas rotas vesiculares nos 

hepatócitos e fornecem novas evidências da interação da cinesina com o 

complexo de Golgi (Marks et al, 1994).

1.2.4. Dinamina.

Dinamina foi inicialmente identificada em cérebro bovino como uma 

ATPase estimulada por microtúbulos, que induzia a polimerização destes na 

presença de nucleotídeos (Shpetner & Vallee, 1989).

A dinamina de cérebro de rato é estruturalmente relacionada com a 

crescente família de proteínas ligantes de GTP (Obar et al, 1990) e também 

com o produto do gene shibire de Drosophila (van der Bliek & Meyerowitz, 

1991). A clonagem e o sequenciamento do gene para a dinamina em mamíferos 

demonstraram que pelo menos dois genes distintos codificam esta proteína. As 

duas dinaminas exibem diferenças marcantes em relação a sua distribuição e 

regulação tecidual. Dinamina I é expressa quase exclusivamente no Sistema 

Nervoso Central. Por outro lado, dinamina II apresentou níveis de expressão 

similares em todos os tecidos testados, incluindo o cérebro (Sontag et al, 
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1994). Estes dados sugerem uma especialização nas funções da dinamina em 

tecidos neuronais e não neuronais em mamíferos.

A dinamina possui em sua estrutura primária sequência de resíduos de 

aminoácidos consistentes com regiões ligantes de GTP (Obar et al, 1990). 

Foram realizados ensaios para caracterizar a especificidade de substrato da 

proteína purificada. Estes demonstraram que dinamina é uma GTPase, pois a 

hidrólise do GTP pela dinamina é mais intensa (> 126 nmol min.-1 mg-1), 

enquanto que outros nucleotídeos são pouco hidrolisáveis < 13 nmol min.-1 mg- 

1 (Shpetner & Vallee, 1992). A hidrólise de GTP é estimulada por 

microtúbulos e não é inibida por ATP em concentrações fisiológicas. Esta 

hidrólise foi inibida por A1F3 (2.4 mM NaF/ 0.1 mM A1C13), N-etilmaleimida 

(0.2 mM) e alguns análogos sintéticos do GTP, mas não foi inibida pelo GDP 

(0.5 mM), NaVO3 (1 mM), NaN3 (1 mM) ou AMP-PNP (0.5 mM). A proteína 

MAP-2 inibe fortemente a estimulação da dinamina por microtúbulos, 

enquanto outros biopolímeros aniônicos como: actina, filamentos de vimentina 

e o ácido poliglutâmico (PGA), não alteraram apreciavelmente a estimulação 

da dinamina (Shpetner & Vallee, 1992). A atividade GTPase da dinamina I 

obtida por transfecção em células COS e devidamente purificada é estimulada 

pela fosforilação da proteína quinase C, mas dinamina II não (Sontag et al, 

1994).

Ensaios recentes indicaram a necessidade de no mínimo duas moléculas 

de dinamina associadas para a ativação GTPase máxima, estes resultados 

sugerem que interações de cooperação entre moléculas de dinamina são 

responsáveis pela ativação da GTPase e que aparentemente estão envolvidas 

na função da dinamina in vivo (Tuma & Collins, 1994).

Dinamina é uma proteína de 100 kDa, que possui na sua extremidade N- 

terminal cerca de 300 resíduos de aminoácidos que formam os três sítios de 

ligação do GTP, região mais conservada entre a crescente família GTPase. Na 

15



extremidade C-terminal estão localizados 100 resíduos de aminoácidos 

extremamente básicos e ricos em prolina (33%). Dinamina também possue o 

domínio PH (Pleckstrin Homology), domínio este encontrado em proteínas 

envolvidas nas vias transdutoras de sinal, e uma curta região com alta 

probabilidade de formar estrutura em super hélice de a hélice (ver Vallee & 

Okamoto, 1995).

Estudos utilizando neurônios do hipocampo de ratos e células N1E-115 

de neuroblastoma murino demonstraram que o nível de dinamina aumenta em 

correlação direta com a formação dos neurônios (Torre et al, 1994). As 

culturas de neurônios hipocampal de rato foram tratadas com dois diferentes 

oligonucleotídeos antisense dinamina. Os níveis de dinamina nos neurônios 

diminuiram 95% aproximadamente, resultando numa redução significativa no 

número e comprimento dos neuritos (Torre et al, 1994). Estes dados, são 

consistentes com a afirmação que dinamina representa algum papel na 

formação dos neuritos, mas qual a função específica da dinamina em todo este 

processo permanece a ser esclarecido.

O papel da dinamina como um translocador de organelas in vivo ainda 

permanece desconhecido, mas algumas linhas de evidências indicam que esta 

proteína participa na endocitose, reciclando membranas. A análise 

ultraestrutural dos tecidos afetados dos mutantes do gene shibire de 

Drosophila tem revelado um aumento das vesículas revestidas por clatrina e 

uma depleção das vesículas sinápticas, compatíveis com um defeito na 

endocitose (Kosaka & Ikeda, 1983). A tranfecção das sequências 

correspondentes aos domínios ligantes de GTP da dinamina de cérebro de rato, 

em células COS (Herskovits et al, 1993a) e de cérebro humano, em células 

HeLa (van der Bliek et al, 1993), resultaram na inibição da endocitose mediada 

por receptores. Esta foi bloqueada em algum estágio intermediário durante o 
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revestimento da vesícula em formação, fornecendo suporte para a participação 

da dinamina nas vias de transporte vesicular mediado por clatrina.

Estudos bioquímicos mostraram que esta proteína pode ligar-se e ser 

ativada por alguns componentes celulares envolvidos no transporte de 

vesículas tais como: membranas de organelas (Tuma et al, 1993) e proteínas 

contendo o domínio SH3 (Src Homology 3), domínio este, também, encontrado 

em proteínas envolvidas nas vias de transdução de sinal (Herskovits et al, 

1993b).

1.3. Testículos.

Os testículos são estruturas pares, ovóides, que desempenham a dupla 

função de produção de gametas e secreção de hormônios esteróides. A 

formação de espermatozóides ocorre ao longo de toda a extensão dos túbulos 

seminíferos, os quais perfazem cerca de 80% da massa do testículo adulto. Os 

túbulos seminíferos são formados por um epitélio complexo, composto por 

múltiplos clones de células espermatogênicas que se tomarão os 

espermatozóides, distribuídos entre as altamente ramificadas células de 

sustentação ou células de Sertoli. Abaixo deste epitélio, está a parede do 

túbulo composta de matrix extracelular e células peritubulares ou células 

mióides (Vogl & Soucy, 1985). As células mióides são células escamosas 

simples situadas adjacentes a lâmina basal do túbulo seminífero. Nestas células 

os feixes de actina estão orientados de modo geral em duas direções: paralelos 

e perpendiculares ao longo eixo da parede do túbulo (Vogl & Soucy, 1985).

As células de Sertoli são células grandes, de forma irregular que estão 

ligadas a lâmina basal por hemidesmossomos rudimentares, e extende-se entre 

as células germinativas para alcançar o lúmen tubular, criando assim um 

ambiente adequado para espermatogênese ou interações entre células 
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germinativas (revisão Guraya, 1995). As células germinativas testiculares 

dependem grandemente das células de Sertoli, para suprir todas as suas 

necessidades. Uma única célula de Sertoli pode estar em contacto com 

diversas células germinativas em diferentes estágios de desenvolvimento 

(Byers & Graham, 1990).

São funções das células de Sertoli: a) suporte mecânico e nutricional das 

células em desenvolvimento; b) translocação das células germinativas; c) 

regulação parácrina e regulação da proliferação e diferenciação das células 

germinativas pela secreção de proteínas regulatórias, incluindo fatores de 

crescimento e hormônios; d) fagocitose de corpos residuais; e) metabolismo de 

hormônios esteróides (revisões Boekelheide et al, 1989; Guraya, 1995).

O citoesqueleto da célula de Sertoli é supostamente crítico na realização 

de cada uma destas funções. A forma celular, a localização intracelular de 

organelas e as junções intercelulares da célula de Sertoli, sofrem um período 

cíclico de reorganização em associação com a maturação das células 

germinativas (revisão Boekelheide et al, 1989).

Filamentos citoplasmáticos de vários tamanhos e formas estão 

distribuídos geralmente ao redor do núcleo na base da célula de Sertoli até o 

citoplasma apical e em associação com junções (revisão Boekelheide et al, 

1989). Microfilamentos ou filamentos de actina estão principalmente 

localizados na região cortical, e formando agregados nas especializações 

ectoplásmicas, que são bastante desenvolvidas nos mamíferos (revisão Guraya, 

1995). As especializações ectoplásmicas são compostas por uma densa banda 

de filamentos de actina, que está localizada entre a membrana plasmática da 

célula de Sertoli e o retículo endoplasmático (revisão Guraya, 1995). Estas 

especializações conferem rigidez à região "cabeça" da espermátide, formando 

uma estrutura para movimento direcional das células germinativas, que ocorre 

durante a maturação celular (revisões Boekelheide et al, 1989; Guraya, 1995).
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Os microtúbulos são abundantes, estão distribuídos predominantemente 

paralelos ao longo do eixo das células de Sertoli em feixes compactos e são 

uniformemente polarizados e orientados com sua extremidade (-) voltada para 

a periferia da célula (revisão Guraya, 1995). Os microtúbulos aparecem como 

colunas no citoplasma da célula em associação com as espermátides 

arredondadas, mas não parecem circundar as células germinativas. 

Aparentemente, existe uma interação entre especializações ectoplásmicas e 

microtúbulos, o que levanta a hipótese de que os microtúbulos estejam 

associados com o movimento das espermátides (revisão Boekelheide et al, 

1989).

1.4. Motores Moleculares em Testículo:

1.4.1. Miosinas.

A detecção de miosina II em túbulo seminífero foi realizada através da 

imunofluorescência, utilizando-se antisoro contra miosina de plaquetas 

humanas. Verificou-se a distribuição de miosina nas células intersticiais dos 

vasos sangüíneos, nas células mióides e nas células endoteliais dos vasos 

linfáticos. Não foi observado marcação nas especializações ectoplasmicas da 

célula de Sertoli (Vogl & Soucy, 1985). Utilizando-se um modelo apropriado 

para indução de contração verificou-se que as células mióides são capazes de 

produzir força contrátil na presença de ATP ou ATP/Ca++ exógenos (Vogl & 

Soucy, 1985).

Estudos bioquímicos e de clonagem molecular, possibilitaram a 

identificação de uma nova miosina I em rato, denominada myr 1 (myosin-I 

from rat). A myr 1 existe em três isoformas: myr la, myr lb e myr lc (Ruppert 

et al, 1993). Análises de imunoblot, para verificar a distribuição de myr 1 em 
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diferentes tecidos, demonstraram que myr la foi expressa proeminentemente 

em tecidos cerebrais embriônicos e em tecidos adultos de várias regiões do 

cérebro e em testículos. Todos os anticorpos utilizados reconheceram 

fortemente um polipeptídeo de 130 kDa (Ruppert et al, 1993). Análise de 

Northern blot, para verificar o padrão de expressão das isoformas de myr 1 em 

tecidos de rato adulto, revelaram três transcritos (4 a 6.5 Kb), que foram 

proeminentes em vários tecidos, inclusive testículos (Sherr et al, 1993).

A miosina VII é um recente membro da superfamília miosina (Cheney et 

al, 1993), que foi preliminarmente detectado em Drosophila (Chen et al,

1991).  Estrutura primária parcial de miosina VII foi obtido de células epiteliais 

de porco e de humanos (Bement et al, 1994), bem como de rã (Sole et al, 

1994). Esta miosina corresponde ao produto do gene shaker-1, cuja mutação 

recessiva leva à surdez em camundongos (Gibson et al, 1995) e em humanos à 

Síndrome de Usher tipo 1B, uma doença hereditária caracterizada pela surdez 

congênita, disfunção vestibular e retinite pigmentosa (Weil et al, 1995).

A análise de imunoblot para verificar a distribuição de miosina Vila em 

vários tecidos de rato revelou a presença de um polipeptídeo de 240 kDa, 

principalmente em testículos (Hasson et al, 1995), estes dado são consistentes 

com a análise de Northen blot que demonstrou a presença de um transcrito de 

9.5 Kb proeminente em testículos (Gibson et al, 1995).

A miosina IX foi identificada através da análisse de cDNA em 

leucócitos e fígado humanos e em células epiteliais de porco, como duas 

formas distintas, denominadas A e B (Bement et al, 1994). Uma miosina 

homóloga a miosina IX-B foi preliminarmente sequênciada em tecidos de rato, 

denominada myr 5 (fífth uncoventional myosin from rat). Análise de imunoblot 

para detecção de myr 5 em tecidos de rato, revelou a presença de um 

polipeptídeo de 225 kDa em vários tecidos, inclusive em testículos (Reinhard 

et al, 1995).
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0029?/^
A porção cauda da myr 5 e miosina IX-B são 69% idênticas e ambos os 

segmentos são relativamente ricos em prolina. Este domínio é seguido por um 

segundo, rico em cisteína similar a estrutura dos domínios ligantes de zinco e 

fosfolipídeos para proteína quinase C. O terceiro domínio é homólogo ao das 

proteínas ativadoras de GTPase (GAP), que regulam a família rho/rac e outras 

(revisões Mooseker & Cheney, 1995; Chant & Stowers, 1995).

1.4.2. Dineínas.

Uma proteína de alto peso molecular associada à microtúbulos foi obtida 

de homogeneizado de testículo de rato (Neely & Boekelheide, 1988). Esta 

proteína apresentou mobilidade eletroforética similar a outras MAPs, no 

entanto, não apresentou reatividade frente aos anticorpos específicos para 

MAPs. Assim, a proteína de testículo foi denominada HMW-2, esta é uma 

ATPase estimulada por microtúbulos, é constitutiva e independente do estágio 

de desenvolvimento das células germinativas (Neely & Boekelheide, 1988). 

Semelhante a dineína citoplasmática de cérebro, a proteína HMW-2 apresentou 

inibição da atividade ATPase pelo vanadato (50 pM) e eritro(-2-hidroxi -3 

nonyl) adenina (EHNA) e fotoclivagem UV dependente de vanadato (Neely & 

Boekelheide, 1988).

HMW-2 é uma proteína complexa composta de 2 cadeias pesadas de 

460 kDa, 2 cadeias intermediárias de 90 kDa e 4 cadeias leves 63, 48, 45 e 40 

kDa (Neely et al, 1990). A cadeia pesada e a cadeia intermediária da HMW-2 

possuem a mesma mobilidade eletroforética dos polipeptídeos correspondentes 

à MAP-1C (Neely & Boekelheide, 1988). Imagens de microscopia eletrônica 

da HMW-2 revelaram uma estrutura com duas cabeças esféricas reunidas. 

Indicando que a estrutura completa e dimensões da HMW-2 são muito 

similares a estrutura de outras dineínas citoplasmáticas (Neely et al, 1990).
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Estudo imunohistoquímico de testículo de rato para verificar a 

distribuição de motores associados à microtúbulos, demonstrou que dineína 

citoplasmática foi imunolocalizada no citoplasma da célula de Sertoli durante 

todos os estágios da espermatogênese, no entanto, o citoplasma apical da 

célula de Sertoli exibiu sua mais intensa marcação durante os períodos de pico 

de atividade secretória das células de Sertoli, estágios IX-XIV (Hall et al,

1992) . Nesses estágios dineína citoplasmática foi evidente nas especializações 

ectoplásmicas das espermátides. Assim, dineína citoplasmática representa um 

importante papel estágio-dependente na célula de Sertoli e encontra-se em 

maior concentração nos períodos de pico de atividade secretória das células de 

Sertoli (Hall et al, 1992).

1.4.3. Cinesinas.

Estudo de imunolocalização de motores associados à microtúbulos em 

testículo de rato demonstrou cinesina nas "manchettes", estas são estruturas 

formadas por microtúbulos paralelos, encontradas no núcleo da espermátide 

desde o início do processo de maturação até sua translocação através do 

epitélio seminífero (Hall et al, 1992).

1.4.4. Dinaminas.

Inicialmente análises de imunoblot de vários tecidos indicavam que 

dinamina era restrita à tecidos neuronais (Shpetner & Vallee, 1989; Scaife & 

Margolis, 1990), mas isto não estava de acordo com o papel proposto para a 

dinamina na célula, a endocitose (Herskovits et al, 1993a; van der Bliek,

1993) .
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Estudo da expressão e distribuição da dinamina em rato demonstrou que 

pelo menos dois genes distintos codificam esta proteína, exibindo diferenças 

marcantes em relação a distribuição e regulação tecidual. A dinamina I é 

expressa quase exclusivamente no sistema nervoso central e a dinamina II 

apresentou níveis similares em todos os tecidos testados, incluindo o cérebro 

(Sontag et al, 1994).

Em estudo recente foi sequenciado um gene de fígado de rato (Dyn 2), 

que apresenta 75% de homologia ao gene de dinamina de cérebro e 79% de 

identidade ao produto desse gene (Cook et al, 1994). A maior homologia entre 

os dois produtos está na primeira metade da proteína, que corresponde aos 

sítios de ligação para o GTP, região mais conservada das dinaminas. O gene 

Dyn 2 foi detectado em vários tecidos de rato como dois transcritos cuja 

expressão maior foi em testículos (Cook et al, 1994). A hibridização in situ 

revelou a expressão de dinamina especificamente nos túbulos seminíferos, 

inclusive naqueles depletados das células germinativas (Nakata et al, 1993).
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2. OBJETIVO GERAL.



Uma fração enriquecida em atividade ATPase estimulada por cálcio e 

calmodulina foi obtida a partir de citosol de cérebro de rato usando coluna de 

fosfocelulose (Coelho, 1988). Semelhante ao cérebro, o testículo é rico em 

calmodulina (Roger et al, 1979), apresenta células assimétricas com múltiplos 

processos celulares, secreta ativamente muitas substâncias e apresenta arranjo 

morfológico dos microtúbulos qualitativamente muito semelhantes (ver Bloom 

et al, 1984 e Boekelheide et al, 1989).

Assim, nosso objetivo inicial neste trabalho foi obter a partir de testículo 

de coelho uma fração com atividade ATPase usando coluna de fosfocelulose e 

compará-la com a atividade ATPásica isolada de citosol de cérebro de rato.
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3. MATERIAL e MÉTODOS.



3.1. Preparação de Proteínas.

3.1.1. Preparação de Sobrenadante de Testículo de Coelho.

Coelhos adultos pesando entre 3.0-3.5 Kg, foram decaptados e em 

seguida seus testículos foram removidos, lavados com salina gelada e 

colocados em tampão de extração TE (Imidazol-Cl 50 mM pH 6.9, EGTA 10 

mM, EDTA 10 mM, DTT 1.0 mM, Benzamidina 1.0 mM e PMSF 0.3 mM). 

Após reunirmos 08 testículos (peso médio 3.0 g) procedíamos a 

homogeneização, usando 15 ml de tampão para cada testículo. A 

homogeneização foi realizada em rotação máxima, em três momentos, usando 

microtriturador Tecnal modelo TE 102, conectado a motor elétrico do tipo 

Marconi. O homogeneizado foi colocado em tubos de poliestireno com 

capacidade para 25 ml cada, e centrifugados a 15.000 g x 40 minutos, numa 

centrífuga IEC, CENTRA MP4R, refrigerada à 4 °C. O sobrenadante de cada 

tubo, após filtrado em compressa de gaze dobrada, foi reunido em uma proveta 

mantida no gêlo (fração Sl). O precipitado foi descartado (esquema 01).

3.1.2. F racionamento de Sl em Coluna de Fosfocelulose.

A cromatografia em coluna de fosfocelulose granular (Sigma) foi 

realizada na câmara fria (4 a 8 °C) e o perfil cromatográfíco de proteínas foi 

acompanhado através da D.O. a 280 nm, espectrofotômetro HITACHI U- 

2000.

O sobrenadante de testículo foi imediatamente aplicado na coluna de 

fosfocelulose (5.5 x 1.6 cm) com um fluxo de 12 gôtas/min.. A coluna foi 

previamente equilibrada com 10 volumes de tampão I pH 6.9 (Imidazol-Cl 50 
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mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.2 mM) e após a aplicação da amostra, a coluna 

foi lavada com tampão I pH 6.9 até que a D.O. a 280 nm < 0.005.

Proteínas retidas foram eluídas com tampão I pH 8.0 e foram coletadas 

frações de 2.0 ml., usando-se um coletor de frações BIO RAD Modelo 2110. 

(esquema 02)

Esquema 01: Preparação de Sobrenadante de Testículo de Coelho.

Testículo de coelho

Imidazol-Cl 50 mM, pH 6,9

EGTA lOmM, EDTA 10 mM

homogeneizados em TE PMSF 0.3 mM, DTT 1.0 mM,

benzamidina 1.0 mM

centrifugação 15.000 g x 40 min. a 4 °C.

(descarte)Pl SI
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Esquema 02: Fracionamento de SI em Coluna de Fosfocelulose.

Fração SI 

coluna de fosfocelulose (5.5 x 1.6 cm)

"flow througli" proteínas retidas

Tampão I, pH 8,0 

frações (2.0 ml/tubo)

3.1.3. Fracionamento de SI’ em Coluna de DEAE-Sepharose.

A fração ST de testículo foi obtido da mesma maneira como descrito no item

3.1.1, com excessão do tampão TE que foi alterado de 6.9 para pH 8.5 (esquema

01).
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A cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose foi realizada em 

câmara fria (4 a 8 °C) e o perfil cromatográfico foi acompanhado através da 

D.O. a 280 nm em espectrofotômetro HITACHI U-2000.

A fração SI' foi aplicada em coluna de DEAE-Sepharose (5.5 x 2.5 cm) 

com um fluxo de 10 gôtas/min. A coluna foi previamente equilibrada com 10 

volumes de tampão I pH 8.5 e após a aplicação da amostra, a coluna foi lavada 

com o tampão de equilíbrio até que a D.O. a 280 nm < 0.005. Proteínas retidas 

foram eluídas com tampão I, pH 6.5 em frações de 3.0 ml, utilizando-se um 

coletor de frações BIO RAD Modelo 2110. Nesta eluição a concentração de 

Imidazol foi de 100 mM (esquema 03).

3.1.4. Fracionamento do "Pool" DEAE em Coluna de Fosfocelulose.

A cromatografia na coluna de fosfocelulose granular foi realizada na 

câmara fria (4 a 8 °C) e o perfil cromatográfico foi acompanhado através da 

D.O. a 280 nm.

As frações eluídas na etapa anterior, com D.O. a 280 nm > 0.10 foram 

reunidas formando a fração "pool DEAE”. Esta foi aplicada em coluna de 

fosfocelulose (5.5 x 2.5 cm) com fluxo de 10 gôtas/min.. A coluna foi 

previamente equilibrada com 10 volumes de tampão I pH 6.5 e após a 

aplicação da amostra, a coluna foi lavada com tampão I pH 6.5 até que a D.O a 

280 nm < 0.005. Proteínas retidas foram eluídas com tampão I pH 8.0 em 

frações de 3.0 ml, utilizando-se um coletor de frações BIO RAD Modelo 2110. 

Neste passo a concentração de Imidazol foi de 100 mM (esquema 04).
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Esquema 03: Fracionamento de SI em Coluna de DEAE-Sepharose.

Fração SI'

coluna de DEAE-Sepharose (5.5 x 2.5 cm)

I—----- ---------- 1\ ... proteínas retidas
"flow through H

Tampão I, pH 6.5 

frações (3.0 ml/tubo)
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Esquema 04: Fracionamento do ”Pool* DEAE em Coluna de 

Fosfocelulose.

"pool" DEAE 

coluna de fosfocelulose (5.5 x 2.5 cm)

nflow through" proteínas retidas

Tampão I, pH 8.0 

frações (3.0 ml/tubo)

3.1.5 Fracionamento da Fração PC em Coluna de GTP-Agarose.

As frações com atividade ATPase eluídas na etapa anterior foram 

reunidas constituindo a fração PC. Esta foi aplicada em coluna de GTP- 

agarose (3.0 x 1.1 cm) com fluxo de 6 gôtas/min. A coluna foi previamente 

equilibrada com 10 volumes de tampão I, pH 8.0 e após a aplicação da 

amostra, a coluna foi lavada com o mesmo tampão de equilíbrio até que a D.O. 

a 280 nm < 0.005. Proteínas retidas foram eluídas com tampão I, pH 7.2 
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contendo NaCl 0.5 M e foram coletadas frações de 1.0 ml, utilizando-se um 

coletor de frações BIO RAD Modelo 2110 (esquema 05).

Esquema 05: F racionamento da Fração PC em Coluna de GTP-Agarose.

Fração PC

coluna de GTP-agarose (3.0 x 1.1 cm)

"flow through" proteínas retidas

Tampão I, pH 12 +

NaCl 0.5 M 

frações (1.0 ml/tubo)
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3-2.  Métodos de Análise.

3.2.1. Dosagem de Proteínas:

A concentração de proteínas nas frações foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando como padrão soro albumtna bovina (Sigma).

As dosagens foram realizadas em duplicatas e para cada experimento 

fez-se uma curva padrão. A Quantidade de proteína (5 a 30 pg) utilizada para a 

construção da curva padrão está dentro da faixa de linearidade do método. A 

concentração proteica das amostras foi determinada a partir da regressão linear 

dos valores da curva padrão (Figura 01).

Embora, para cada experimento tenha sido feito uma nova curva padrão 

com reagentes novos, observamos que o reagente de Bradford armazenado por 

uma semana não perdeu a linearidade, porém diminuiu a sensibilidade (Figura 

02).

Para cada dosagem foram utilizados: 100 jtl distribuídos entre amostra e 

água desionizada e 3.0 ml do reagente de Bradford (dissolver 100 mg de 

Coomassie G (Sigma) em 50 ml de etanol 95% (Merck) e sob agitação 

acrescentar 100 ml de ácido fosfórico 85% (Reagen) completando o volume 

para um litro com água desionizada e posterior filtração). A absorbância foi 

medida a 595 nm após 3 minutos e antes de 1 hora, contra o branco que 

contêm o mesmo tampão da amostra.
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Figura 01: Curva padrão de soro albumina bovina (BSA).

Figura 02: Curva padrão de BSA mostrando queda na sensibilidade do 
reagente de Bradford com o tempo. Preparado no dia, + Armazenado 

uma semana.
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3.2.2. Determinação da Atividade Nucleotidase Trifosfatásica.

A atividade nucleotidase foi determinada pela dosagem do ortofosfato 

inorgânico (Pi) liberado no meio de reação em consequência da hidrólise do 

ATP ou GTP (substrato). A quantificação deste fosfato foi realizada pelo 

método colorimétrico descrito por Heinonen e Lahti (1981).

Execução da reação e determinação do fosfato inorgânico liberado:

1- Meios de reação foram preparados e armazenados em frascos de vidro 

âmbar, 40 pl deste meio foi pipetado em cada tubo de ensaio. Estes meios 

estão definidos na tabela 01.
2- A esses tubos contendo o meio de reação, foram adicionados de 20 a 50 pg 

de proteína (cuja atividade ATPásica ou GTPásica deseja-se saber).

3- A reação iniciava-se com a adição de 20 pi de uma solução de ATP ou GTP 

50 mM (concentração final de 5mM). A incubação foi feita a 37 »C por tempo 

pré-determinado. O volume final no tubo de reaçao foi de 0.2 ml.

4- Após transcorrer o tempo de incubação, as reações foram interrompidas 

adicionando-se com o auxilio de pipetador automático 2.0 ml da própria 

solução de dosagem AAM: 01 volume de Molibdato de Amônio 10 mM, 01 

volume de Ácido Sulfúrico 5M e 02 volumes de Acetona P.A, agitou-se o tubo 

por 15 segundos num agitador vórtex, em seguida adicionou-se 0.2 ml de ácido 

cítrico 1M agitando-se por mais 10 segundos.

5- Sempre foi feito um branco para cada amostra, neste caso o ATP ou GTP 

sómente foi adicionado ao tubo de reação imediatamente antes da adição da 

solução AAM. Esta solução foi preparada de 15 a 30 minutos antes de iniciar a 

dosagem.
6- O item 5 foi repetido para todos os tubos respeitando o tempo de reação 

pré-determinado.
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7- A seguir foi realizada a leitura da absorbância a 355 nm num 

espectrofotômetro HITACHI U-2000. Foram utilizadas cubetas de quartzo.

8- A curva padrão (Figura 03) foi construída utilizando-se uma solução padrão 

de KH2PO4 cuja concentração compreendeu a faixa de 0 a 200 nmoles de 

ortofosfato. Nesta faixa a absorbância em 355 nm varia linearmente com a 

concentração de ortofosfato inorgânico. Todas as dosagens foram realizadas 

em duplicatas.
9- Para cada ensaio de atividade ATP/GTPase fez-se em duplicata um tubo 

contendo a solução de KH2PO4 cujo valor de absorbância e concentração de Pi 

foram utilizados para os cálculos, conforme equação abaixo.

10- A atividade específica foi determinada pela seguinte equação:

D.O. amostra x nmoles Pi do padrão
AE=--------------------------------------------------------------------------------------

D.O. padrão x mg de proteína na reação x tempo de reação

35



Tabela 01: Meios de reação para Atividade Nucleotidase Trifosfatásica.

Atividade

Nucleotidase

MgCl2

5 mM

CaCl2

2 mM

CaM

2.5 pg

NaCI

0.3 M

KC1

0.06M

KC1

0,6M

EDTA

2 mM

Mg++ X

Ca++ X

Mg++/Ca++ X X

Mg++/Ca++/CaM X X X

(K/EDTA)ATPase X X

X X

(Na/K)ATPase X X X
Meiõde reação utilizado para a atividadeNucleotidase além dos componentes 
citados acima, contêm: Imidazol-Cl 25 mM; DTT 0.2 mM e EGTA 1.0 mM.

3.2.3. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS-PAGE).

O perfil de proteínas foi analisado em gel de poliacrilamida com SDS 

utilizando o sistema tampão descontínuo (Laemmli & Favre, 1973) e o sistema 

de placas empregado por Studier (1973).
A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada em placa de vidro, 

as dimensões do gel foram de 10 x 10 x 0.06 cm (mini-gel). O gel de separação 

foi preparado com as seguintes soluções: Tris-HCl 375 mM pH 8.8, EDTA 2 

mM, Acrilamida:Bisacrilamida na proporção de 30 : 0,8, respectivamente, 

TEMED 0.05% e Persulfato de Amônio 0.35%. O volume da solução 

acrilamida:bisacrilamida foram detenninadas conforme a concentração 

j . , , A Hos aéis estão indicadas na legenda dasdesejada para o gel. As concentrações aos gcia *

figuras.
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o gel de empilhamento foi preparado com Tris-HCI 125 mM pH 6.8, 

EDTA 2 mM, SDS 0.1%, acrilamida:bisacrííamida 5%, TEMED 0.125% e 

Persulfato de amônio 0.125%. As placas foram montadas em cubas 

apropriadas contendo o tampão eletrodo (Tris-Cl 100 mM pH 8.3, EDTA 7.8 

hM glicina 0.77M e SDS 0.3%).

As amostras foram preparadas mantendo-se a proporção de 100 pl de 

amostra para 50 pl de tampão STOP (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 1%, 

bromofenol 0.25%, glicerol 10%) e 10 pl de 0-mercaptoetanol, após a mistura, 

a amostra foi aquecida por dois minutos em água fervente.

Em cada poçinho, aplicou-se de 5 a 10 pl de amostra com o auxílio de 

microseringa Hamilton. Após aplicar todas as amostras, ligava-se a fonte BIO 

&AD Modelo 1000/500. A eletroforese foi iniciada com 20 mA, corrente esta 

foi mantida até a entrada da frente de bromofenol no gel de separação. Em 

^guida, a corrente foi aumentada para 25 mA. Após a corrida, o gel foi corado 

eom Coomassie (R-250) e para retirar o excesso de corante do gel, usou-se 

uma solução de etanol 30% e ácido acético 10%.
Após coloração, o gel foi colocado entre duas folhas de papel celofane 

(Previamente mergulhados em água destilada) e presos com bastidores de 

ladeira e deixados a temperatura ambiente para secarem.
O padrão de peso molecular relativo (Mr x 10-3) utilÍ2ado foi o SDS-6H 

^gma) que contêm: cadeia pesada de miosina (205), P-galactosidase (116), 

/áó) ovoalbumina (45) e anidrase msforilase-b (97), albumma bovina (w),

carbônica (29).
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3 2 4• Determinação do Peso Molecular de Proteínas em SDS-PAGE.

^•2.4.1. Preparação da Curva de Calibração:

0 Calcular o logaritmo (log) correspondente a cada peso molecular do padrão 

(eixo y).

2) Medir a distância de migração de cada uma das bandas do padrão comercial 

SDS-6H (Sigma).

2) Calcular o valor de migração relativa (Rf) das bandas do padrão (eixo x).

distância que a proteína migrou à partir da origem do gel. 
Rf=--------------------------------------------------------------------------------

distância da origem até o "front" do gel.

4) Construção da curva de calibração: os valores de migração relativa (Rf) das 

kandas do padrão foram plotados no eixo x e o logaritmo (log) correspondente 

a cada peso molecular no eixo y.

3-2.4.2. Determinação do Peso Molecular do Polipeptídeo de Interesse.

0 Medir a distância de migração do polipeptídeo de interesse.

2) Calcular a Rf deste polipeptídeo, conforme fórmula anterior (valor de x).

3) Calcular a equação da reta, conforme y=a + bx

4) Encontrar o valor de y, conforme equação anterior.

Calcular o anti log y, encontrando assim a massa relativa do polipeptídeo de 

interesse.
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Figura 04: Curva de calibração dos poJipeptídeos do padrão SDS-6H.
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4. RESULTADOS.



4.1. Fracionamento de Sobrenadante de Testículo de Coelho em Coluna de 

Fosfocelulose.

O sobrenadante 15.000g x 40 min. de testículo (fração Sl) obtido 

conforme descrito em Material e Métodos, possui uma coloração avennelhada.

Uma possível ação de proteases e peptidases no homogeneizado foram 

minimizadas pela presença de PMSF (0.3mM); benzamidina (l.OmM) e alta 

concentração de quelantes EDTA/EGTA (lOmM), além da baixa temperatura 

(0 a 4 OC) das soluções e a rapidez na remoção e homogeneização dos 

testículos.
A fração Sl (60 ml) foi aplicada em coluna de fosfocelulose conforme 

Material e Métodos. Proteínas retidas na coluna foram eluídas com 2.5 

volumes de tampão I pH 8.0 e fomm coletadas frações de 2.0 ml. Observou-se 

que as proteínas eluídas juntamente com a atividade ATPase foram detectadas 

à partir de 6 ml de eluição (fração 03). Quando a fração Sl foi aplicada na 

coluna de fosfocelulose houve o empacotamento da resma, >sto levou a um 

"arraste" de proteínas ao longo da eluição, dificultando o processo 

cromatográfico (Figura 05).

No gel observa-se vários, 
kDa que foram eluídos juntos com a atividad

ios polipeptídios: 147, 100, 79, 62, 48, 42,40 e 16 

ATPase (Figura 06).
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Frações

Figura 05: Atividade ATPase das frações eiuídas da coluna de 
Wocelulose. As frações foram pré mcubadas por 10 minutos em me.o de 
reação contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KC1 60 mM, 5 
[-GTA 1 0 mM e DTT 0 2 mM. A reação foi iniciada com a adiçao de ATP 
írntvzv / ~ , 1- K Ao minutos a 37 °C foi interrompida com aConcentração final 5mM) e apos 20 minutos
Própria solução de dosagem. Todas as reações foram realtzadas em 
duplicatas. ^Absorbânciaa280 nm, Atividade ATPase.
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Figura 06: SDS-PAGE 
fosfocelulose. Proteínas de 
com tampão I pH 8.0 e foram 
gel (8 a 17%) 153 pg do sc*_

do SI e das frações eluídas da coluna de 
SI retidas na coluna de fosfocelulose foram eluídas 
im coletadas frações de 2.0 ml. Foram aplicados no 
obrenadante (SI); 123 pg do "flow through" (F) e 

Í7-'’3 3‘’35."4o’“3 7- 3.3; 3.1; 2.9; 2.7; 2.5 pg de proteínas, que 
corèsnonden/as frações 03 a 12, respectivamente. O gel foi corado com

galactosidase, fosforilase b, soroalbumina ouvi , 

carbônica.
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4.2. Fracionamento de Sl' em Coluna de DEAE-Sepharose.

Semelhante a fração isolada de citosol de cérebro de rato (Coelho, 

1988), foi obtido em coluna de fosfocelulose frações com atividade ATPase a 

partir de sobrenadante de testículo de coelho. No entanto, conforme citado 

anteriormente o processo cromatográfico foi prejudicado devido ao 

empacotamento da resina em contacto com a fraçcão Sl. Assim, com o 

objetivo de melhorar o perfil cromatográfico da fosfocelulose, resolvemos 

primeiramente aplicar o sobrenadante extraído com pH 8.5 na coluna de 

DEAE-Sepharose, eluí-la com tampão I, pH 6.5 e então aplicar este eluato na 

coluna de fosfocelulose.
O sobrenadante 15.000g x 40 min. de testículo (fração ST) possui cerca 

de 910 mg de proteínas. A fração Sl' foi aplicada em coluna de DEAE- 

Sepharose conforme descrito em Material e Métodos. Nas condições usadas 

cerca de 40% das proteínas foram retidas pela coluna e o restante passou 

direto no "flow through" (527 mg). Proteínas retidas foram eluidas com 05 

volumes de tampão I, pH 6.5 e as frações cuja a D.O. > 0.10 foram reunidas, 

constituindo o "pool" DEAE (Figura 07). No gel pode-se notar que os 

principais polipeptídeos do "pool" DEAE são: 238, 100, 74, 66, 48 e 16 kDa 

entre outros (Figura 08).

4.3. Fracionamento do "Pool" DEAE em Coluna de Fosfocelulose.

A fração "pool" DEAE (90 mg) foi aplicado na coluna de fosfocelulose 

(5.5 x 3 0 cm) pH 6.5. Nas condições utilizadas cerca de 35% das proteínas 

foram retidas pela coluna, a maior parte das proteínas apareceram na fração 

"flow through" (58 mg). Proteínas retidas foram eluidas com tampão I pH 8.0 e 

foram coletadas frações de 3.0 ml.(Figura 09).
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Em geral, detectou-se proteínas a partir de 27 ml de eluição e apenas 

verificou-se atividade MgATPase em duas frações. Na fração pico e outra ao 

lado. A atividade MgATPase na fração pico variou de 33 a 45 nmoles de Pi/ 

min/ mg e a concentração de proteínas foi de 0.23 a 0.30 mg/ml (Figura 09).

Comparando-se a figura 09 com a figura 05 podemos observar que a 

utilização primeiramente da coluna de DEAE-Sepharose e depois a de 

fosfocelulose melhorou o processo cromatográfico.

No gel pode-se observar que o polipeptídeo de 66 kDa passou direto 

pela coluna e aparece na fração "flow through" (F). Nas duas frações com 

atividade MgATPase observa-se os seguintes polipeptídeos: 160, 100, 74, 48, 

42, 40 32 e 16 kDa dentre outros polipeptídeos, que também estão presentes 

nas demais frações (Figura 10)
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3

r fração Sl' em coluna de DEAE-Sepharose. 
Figura 07: Cromatografia da traçao _s harose (5.5 x 2.5 cm) pH
A fração Sl' foi aplicada em c tampão I pH 6.5 e foram coletadas
8.5. Proteínas retidas foram e ui a a 4 »c e acompanhada com D.O. a
frações de 3.0 ml. A eluição foi realizada a
280 nm. A seta indica 0 início da eluição.
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SI’ F pn

Figura 08- SDS-PAGE das frações SI', "flow through" e "pool" DEAE. 
As frações cuja a D.O. a 280 nm > 0.10 foram reunidas formando o "pool" 
DEAE Foram aplicados no gel (12%) 23 jtg da fração SI'; 6 pg da fração 
"flow through" (F) e 4 pg da fração "pool" DEAE (PD). O gel foi corado com 
Coomassie blue G. As setas indicam os polipeptídeos de 100, 66 e 16 kDa. 
Padrões de peso molecular (Mr x 10-3): cadeia pesada de miosina, p- 
galactosidase, fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoaibumma e amdrase 
carbônica.
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Frações

Frações

Figura 09 - A) Perfil cromatográfico do "pool" DEAE em coluna de 
fosfocelulose A fiação "pool DEAE" foi aplicada em coluna de fosfocelulose 
(5.5x2 5 cm) pH6 5. Proteínas retidas foram eluídas com tampão I PH 8.0 e 
\ um; p ~ o q n ml Todo 0 processo cromatografíco foiforam coletadas frações de 10 ml. loo P £
realizado a 4 «C e acompmtodo_com DD.
euição. B) Ativia e incubadas por 10 minutos em meio de
fosfocelulose. As frações foram pre mcuo P
reação contendo: Irmd^ ..^ com a de AT ’
EGTA .0 < DTT 02 fo. a
( oncentraçao final ) reações foram realizadas em duplicatas,
própria solução de dosagem. Tote as reaç enzimático similar.
Outras 04 preparações foram realizadas mosua F
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PD F J 3 5 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

205-

Figura 10: SDS-PAGE do "pool" DEAE, "flow through" edas frações 
e|uídas da coluna de fosfocelulose. Foram aphcados no gel (12 A) 4 gg do 
"Pool DEAE" (PD); 2.5 gg do "flow through" (F) e 1.6, 2, 1.5, 1.4 1.3, 12, 
e 11 gg de proteínas que correspondem as frações I» a 16, 
resPectivamente O gel foi corado com Coomasssie blue G. Os asteriscos, 
inH.o n * anM Atividade Nucleotidase Tnfosfatasica.wdtcam as frações que apresentaram Attvda
As setas indicam nolinentídeos 160, íuu, /% ,
do peso molecular (W x 10-’): cadeia pesada de miosina, p-galactosidase, 
fnor 1 molecular (Mr ; nvnalbumina e amdrase carbônica, 
msfonlase b, soroalbumtna bovina, ov
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4.4. Efeito de Cálcio e Calmodulina na Atividade ATPase da Fração PC

As duas frações que apresentaram atividade MgATPase e perfil em 
SDS-PAGE semelhantes (Figuras 09 e 10) foram reunidas, constituindo a 

fração PC, cuja concentração de proteínas variou de 0.2 a 0.25 mg/ml.

Semelhante a fração isolada de citosol de cérebro de rato em 
fosfocelulose (Coelho, 1988), a fração PC possui atividade ATPase basal tanto 

na presença de Mg++ (MgATPase) como de Ca++ (CaATPase) (Figura 11). A 

atividade CaATPase é cerca de 20% maior do que a atividade MgATPase, mas 

isto não significa que esta fração possui mais de uma ATPase, pois estas 

atividades não são somadas quando a fração PC é incubada na presença de 

Mg++ e Ca++ (Figura 12). Estes cátions podem agir como cofator e, também, 

podem fazer parte do substrato na forma de Mg-ATP ou Ca-ATP. 

Diferentemente da fração isolada de citosol de cérebro de rato em 

fosfocelulose (Coelho, 1988), a fração PC de sobrenadante de testículo não 

apresentou estimulação na presença de Ca++/CaM (Figura 12).

4.5. Atividade GTPase da Fração PC.

Semelhante à fração isolada de citosol de cérebro de rato em coluna de 

fosfocelulose (Coelho, 1988), a fração PC de testículo de coelho hidroliza de 2 
r

a 2.5 vezes mais o GTP do que o ATP (Figura 13). E interessante notar que a 

fração PC hidroliza preferencialmente o GTP em concentrações maiores (mM) 

e indistintamente em baixas concentrações (pM) (Tabela 02).

A fração PC também possui atividade GTPase basal tanto na presença 

de Mg++ (MgGTPase) como de Ca++ (CaGTPase) (Figura 14) sendo que a 

atividade CaGTPase é cerca de 2 vezes maior do que a MgGTPase. A 
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atividade GTPase também não é somada quando a fração PC é incubada na 

presença de Mg++ e Ca++ (Figura 14). A atividade GTPase não é estimulada na 

presença de Ca++/CaM (Figura 14).

Tabela 02: Comparação da Atividade GTP/ATPase da Fração PC

[ ] substrato (mM) ATPase GTPase GTPase/ATPase (%)

0.1 17 16 94

0.5 22 29 132

1.0 28 44 157

2.0 34 ND* ND

5.0 33 75 227

No meio de reação contendo: Imidazol 25 mM, pH/.U; KU1 ou mM; MgCl2 
5 0 mM- EGTA 1 0 mM; DTT 0.2 mM, foram acrescentadas as diferentes 
concentrações dos substratos. A reação foi iniciada com a adição de 28 pg de 
proteínas da fração PC e após 20 minutos a 37 »C fo. interrompida com a 
própria solução de dosagem. Todas as reações foram realizadas em duplicatas. 
Os valores acima são de tuna preparação. Outras 02 preparações foram 
realizadas mostrando perfil enzimático similar. * nao determinado.
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0MgATP SCaATP

Figura 11- Atividade MgATPase e CaATPase da fração PC. 28 pg da 
fração PC foram pré incubadas por 10 minutos em meto de reação contendo: tafcd 25 mMPpH 7.0; KC1 60 mM; EGTA l.OmM; DTT 02 mM. A 

atividade MgATPase foi determinada acrescentando-se 5 mM de MgCl2 e a 
CaATPase acrescentando-se 2.0 mM de CaCl2.. A reação foi tmc.ada com a 
adição de ATP (concentração final 5 mM) e apos 30 minutos a 37 C foi 
interrompida com a própria solução de dosagem. Todas as dosagens foram 
realizadas em duplicatas. Os valores acima sao de uma umca preparaçao. 
Outras 05 preparações foram realizadas mostrando perfil enzrmatrco 
similar. A atividade MgATPase variou de 30 a 40 nmoles de Pr/mm/mg de 
proteínas e a CaATPase de 40 a 52 nmoles de Pi/mm/mg de proteínas.
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0 Mg S Mg/Ca □ Mg/Ca/CaM

Figura 
fração 
meio de reação 
mM; EGTA 1.0 mM;

ATP (concentração final 5mM) e apos 

i 
duplicatas. Os valores acima são 

foram realizadas i

PC. 28 ug da fraçao PC toramp 5,0
í - " “ -~-í “/ 

> uo/reação A reação foi iniciada com a adiçao de 
2.0 mM e calmodulma 2.5 ugT Ç , a 37 oC foi lnterrompida

v.......- 7 dosagem Todas as dosagens foram realizadasem
com a própna solução de g preparação. Outras 05 preparações,
duplicatas. Os valores acima saod P similar. A MgATPase vanou 

mostrando o pertn enzuua
30 áVÓ^unoles de Pi/min/mg de protemas.
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Figura 
fração PC. 28 fig 
meio de reação. 
5.0 mM; EGTA 1.0

dis atividades MgATPase e MgGTPase da 
13: Comparaçao incubadas por 10 minutos em

ug da fração PC foram P 60

’ COnteM°r>TT 02 mM A reação foi iniciada com a adição
- 3 mM; DTT 07 mM. A ç a nQ fo.

de ATP ou GTP (concentração in . m T0Jas as dosagens foram
interrompida com a própna soluça^ de preparaçâ0 Outras
realizadas em duplicatas. wn^trando perfil enzimático similar. A
03 preparações, foram 40 nmoles de Pi/min/mg de proteínas e
atividade MgATPase variou d p.-/mm/mg de proteínas.
a MgGTPase de 57 a 80 nmoles de Pt/ mm/ mg
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4.6. Efeito de Inibidores na Atividade GTP/ATPase da Fração PC.

Vários efetores como: azida, ouabaína, oligomicina, vanadato, Ca++, 

EGTA, NaF, alta concentração de sal e temperatura tem sido usados para 

caracterizar várias ATPases. A atividade GTP/ATPase da fração PC foi testada 

na presença de alguns desses efetores (Tabela 03). Semelhante a fração isolada 

de citosoi de cérebro de rato em fosfocelulose (Coelho, 1988), a atividade 

ATPase da fração PC de testículo não apresentou inibição na presença de 

azida e permaneceu relativamente estável uma semana em baixa temperatura (4 

»C/ 7 dias). Ela perdeu a atividade quando aquecida (75 <>C/5min) ou 

congelada (-20 »C/2h) (Tabela 03). Diferentemente da fração isolada de citosoi 

de cérebro (Coelho, 1988), a fração PC de testículo não apresentou 

estimulação da atividade MgATPase na presença de alta concentração de KC1 

ou NaCl (0 3 M). A fração PC não apresentou atividade (K-EDTA)ATPase e 

foi ligeiramente inibida na presença de NaF 5 mM (35%) (Tabela 03).

4.7. Fracionamento da Fração PC em Coluna de GTP-Agarose.

Como a fração PC apresenta alta atividade GTPase (Figura 13), 

Utilizamos uma coluna de afinidade a GTP (3.0 x 1.1 cm) para purificá-la. Nas 

condições utilizadas cerca de 5 % das proteínas foram retidas pela coluna, a 

, nadaram no "flow through" (1.5 mg). Proteínas
maior parte das proteínas passaran 
retidas foram eluidas com tampão 1, pH 7.2 contendo NaCl 0.5 M e foram 

coletadas frações de 1.0 ml (Figura 15). Na eluição detectou-se proteínas 

„ xac íFíaura 15), contudo não detectou-se atividade 
sómente em três frações (Figura u;,
.. . Mn qpI observa-se que os polipeptídeos de 160,
MgGTPase nestas frações. No gei odsciv h
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100, e 48 kDa apareceram no "flow through" (F) junto com a atividade ATPase 

o no eluato (E) observa-se apenas dois polipeptídeos. 32 e 16 kDa (Figura 16). 

Tabela 03: Resposta da Atividade Nucleotidase da Fração PC a

IL Meio de Reação
| ATPase (%)

__ "U **
| GTPase (%) ]

1____ Mg++ 100 100 |

I_  Azida 1 mM 102 89
L NaCl 300 mM 84 ND *
I KC1300 mM 94 ND

NaF 5 mM 66 90
1_ Geladeira (4-8 °C/7 dias) 72 ND

1 Aquecimento (75 °C/5') 0 ND
1 Congelamento (-20 °C/2h) 0 ND
L KC1 60 mM 0 ND

 KC1600 mM 0 ND
29 pg de proteínas da fração PC foram pre incubadasjx>r 10 minutos em meio 
de reação contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KC1 60 mM; EGTA 1.0 mM; 
DTT 0 2 mM. A atividade MgATPase foi determinada acrescentando-se ao 
meio 5 mM de MgCl2 e CaATPase acrescentando-se 2.0 mM de CaCl? A 
atividade (K-EDTA)ATPase foi determinada no meio de reaçao. Imidazol 25 
mM pH 8.0; EDTA 2.0 mM; DTT 0.2 mM e conforme apropriado foi 
acrescentado Õ.06 M ou 0.6 M de KC1. A reação foi imciada com a adiçao de 
ATP ou GTP (concentração final 5 mM) e apos 20 mmu os a C foi 
• x ., , cníurãn de dosagem. Os valores em porcentagem

nmotes dé PP min/ mg de proteínas e MgGTPase 75 nmoles de Pi/ min/ mg de

2X™ 1 p»*GT,“ “
57 a 80 nmoles de Pi/ min/ mg de proteínas, nao determinado.

i
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0Mg fflCa SMg/Ca BMg/Ca/CaM

Figura 14:
A . . rTPase da fração PC. 20 pg da fração PC foram

Figura 14: Atividade GT V contendo: Imidazol 25
pré incubadas por 10 minu Q onde indicado foi
mM,pH7.0;EGTA l«KC 60 e

acrescentando 5 mM ae 5 2’ adição GTP (concentração final 5 
pg/reação. A reação foi iniciada£. interrompida com a própria solução de 

mM) e após 30 minutosia realizadas em duplicatas. Os valores
dosagem. Todas as dosag _ s 03 preparações foram realizadas
acima são de uma Prep^"',:‘°9,],_dade a atividade MgGTPase variou de 
mostrando semelhante perfil de aWOaae^ 
57 a 80 nmoles de Pi/min/mg de proteínas.
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4.8. Atividade MgATPase da Fração "Flow Through"da Coluna de GTP- 

Agarose.

A grande maioria dos polipeptídeos da fração PC passaram direto pela 

coluna de GTP-agarose aparecendo na fração "flow through" (Figura 16) e a 

fração F também apresentou atividade MgATPase similar ao da fração PC 

(Figura 17). Estas características similares à fração PC indicam que os 

polipeptídeos: 32 e 16 kDa retidos pela coluna de GTP-agarose não 

interferiram na atividade MgATPase da fração. A atividade MgATPase da 

fração F foi testada frente a alguns efetores (Tabela 04), detectou-se maior 

inibição na presença de A1F3 (79%) e leve inibição na pesença de NaVO3 1 

mM (35%). A fração F não sofreu alteração significativa na presença de azida, 

Triton X-100 e NaF (Tabela 04).
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Fienr» 15- Cromatografia da fração PC em coluna de GTP-agarose. A 
facão PC foi Xda em coluna de GTP-agarose (3.0 x 1.1 cm) pH 8.0. 
Proteínas retidas foram eluidas com tampão I, pH 7.2 contendo NaCl 0.5 M e 
foram coletadas frações de 1.0 ml. As proteínas fomm dosadas pelo método de 

Bradford descrito em Material e Métodos.
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Figura 16- SDS-PAGE da fração PC, "flow through" e eluato da coluna 
de GTP-agarose. Foram aplicados no gel (12%) 12 pg da fração PC (PC), 5 
Pg do "flow through" (F) e 3 pg do eluato da coluna (E) O gel 1gorado com 
Coomassie blue G. As setas indicam polipeptídeos 160, 100 e 48 kDa. Padrões 
de peso molecular (Mr x 10’3): p ga actosidase,
fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e amdrase carbônica.
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0 Fração PC 01 Flow through

Pigura 17: Comparação da atividade ATPase da fração PC e da fração 
"flow through" da coluna de GTP-agarose. 47 pg da fraçao PC e 20 pg do 
"A-, x1 s . .,,4^ nnr io minutos em meio de reaçao
com í™8" *7? T, ”h 7 (P KC160 mM; EGTA 1.0 mM; MgCl2 5.0

ntendo: Imidazol 25 mM, pH 7. , ATT* (concentracãn
mM; DTT 0 2 mM A reação foi iniciada com a adiçao de ATP (concentração 
e ,’ 11 Av interrompida com a própria soluçãofina 5 mM) e após 30 minutos a 31'°Cfo~P P P^
de dosagem. Todas as dosagens foram reaiizacus F 
acima são de uma preparação.
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Through” da Coluna de GTP-Agarose.

Tabela 04: Efeito de Inibidores na Atividade MgATPase da Fração "FIow

1 Meio de reação
Atividade Específica (%)

Mg++ 100

NaVO3 250 pM 96

NaVO, 1 mM 65

KC1 600 mM/NaVO31 mM _ 79

Azida 1 mM
98

____________  108________________

___________ 88_________________

21 _______________
pré incubadas por 10 minutos em meio
* r n ___> k.

_ Triton X-100 0.2% l

_________ NaF2.4mM

__ NaF 2.4 mM/ A1C13 0.1 mM _

de yg 03 fraçã0 "fl°7 pH 7 0- KC1 60 mM; MgCl2 5.0 mM;
reação contendo: Imidazol 25 mM, pn /.y,EGTA 1.0 mM- DTT 0.2 mM. A reação foi iniciada com a adiçao de ATP 

(eoncentracãoftial 5 mM) e após 30 minutos a 37 «C foi interrompida com a 
nrA • ,çao J nc reações foram realizadas em duplicatas.Própria solução de dosagem. Todas*i reações (MgATPase)
Os valores acima são de uma preparação, a auv nrntf,;„;lt 
utilizada para os cálculos foi de 42 nmoles de Pi/ min/ mg de p
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5. DISCUSSÃO.



Os resultados apresentados aqui mostram a obtenção de uma fração 

enriquecida em atividade ATPase a partir de testículo de coelho usando coluna 

de fosfocelulose. Diferente do citosol de cérebro de rato (Coelho, 1988) o 

sobrenadante 15.000g x 40 min. de testículo de coelho, quando aplicado 

diretamente na coluna de fosfocelulose, causou acentuado empacotamento da 

resina. Por isso, optamos em fazer um pré-fracionamento do sobrenadante de 

testículo em coluna de DEAE-Sepharose. Este procedimento melhorou 

sensivelmente o processo cromatográfico na fosfocelulose (Figura 08). 

Comparando-se o perfil de polipeptídeos das frações eluídas da fosfocelulose, 

quando o sobrenadante de testículo foi aplicado diretamente nesta coluna 

(Figura 06) e quando o sobrenadante foi pré-fracionado em coluna de DEAE- 

Sepharose (Figura 08) observamos várias bandas polipeptídicas com 

mobilidade relativa semelhantes, comuns as duas preparações.
• i^o rip citosol de cérebro de rato emSemelhante a fração isolada de cttosot u

, ir' a fração isolada de sobrenadante
fosfocelulose, PC cérebro (Coelho, 1988), a traç

, 1 J ÍPC testículo) possui tanto atividade
15.000gx 40 min. de testículo de coelho (PC 7P

m i D A atividade CaATPase da fraçao de 
MgATPase como CaATPase (Ftgura 11). A

. 9ft0/„ maior do que a MgATPase, propriedade que difere
testículo e cerca de 20/o maioi 4. , t itosoi de cérebro de rato. A atividade
hgeiramente da fração isolada 
MgATPase não foi estimulada por Ca++/CaM (Figura

. , atividade ATPase e de proteina-quinase
A fraçao PC cerebro VerifícOu-se que juntamente com a

reguladas pelo complexo de

atividade proteína quina principais cuja mobilidade relativa

molecular e outros dois P« 19gg)

correspondia às subunidades rfe

Semelhante a CaM quinase , 3 sofrem fosforiiação endógena na

proteína-quinase, os polipepu eos



presença de Ca/CaM e o poüpeptídeo de 49 é reconhecido por um anticorpo 

específico para subunidade oc de CaM quinase II (Coelho, 1995).

Supostamente, o mecanismo de estimulação da atividade ATPase por 

Ca++/CaM envolvia a presença de CaM quinase II, ou seja, Ca /CaM ativa a 

CaM quinase II e esta quinase por sua vez estimula a atividade ATPase da 

fração (Coelho, 1988). Diferentemente da fração PC cérebro, a fração PC 

testículo não possui CaM quinase II visto que esta não está presente em 

testículos (Lin et al, 1987). Este fato explicaria a ausência de estimulação da 

atividade MgATPase da fração de testículo de coelho na presença de

Ca++/CaM (Figura 12).
Semelhante a fração PC cérebro (Coelho, 1988) outra propriedade que 

caracterizou a atividade nucleotidase da fração de testículo foi sua alta 

atividade GTPase (Figura 13). Em altas concentrações (mM) de substrato, ela 

... . , n gtp do que o ATP (Tabela 02). A
hidrolizou cerca de duas vezes mais o

s Mn/U TaGTPase cerca de 2 vezes maior do que fração também apresentou atividade CaU 1 rase cc 
a atividade MgGTPase (Figura 14). Em baixas concentrações a fração de 

testículo hidrolizou ATP e GTP indistintamente (Tabela 02).

A atividade GTP/ATPase da fiação PC testículo apresenta algumas 

Propriedades distintas de outras ATPases conhec'
A dineína axonemal hidrolisa especificamente o ATP, é mutto sens.vel

• • ATPase é estimulada na presença de Tnton 
ao NaVO, (2 uM)e sua atividade Atra
, , ÍOSR1 Ao contrário desta dineína, a fraçao
X-100 0.2% (Shpetner et al, 1W . iri -

. hidrólise mais intensa de GTP (Figura 13), nao ■solada de testículo apresentou htdr^e  ̂

apresentou inibição na ^ ^^x^oo 0.2% (Tabela 04). 

MgATPase não foi estimula a n^ „ GTP a0 ATP> mas

A dineína citoplasmatica r ]98g) A

também é muito sensível ao a 3 

dineína citoplasmática de testic
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que as outras dineínas, foram requeridos 50 pM para a inibição semi-máxima 

(Neely & Boekelheide, 1988). Este valor ainda é muito baixo, quando 

comparado com a fração PC testículo, que não foi inibida por NaVO3 250 pM 

(Tabela 04). A fração PC testículo apresenta vános pohpeptideos cuja 

mobilidade relativa é similar ao das cadeias intermediarias e leves da HMW-2 

(100, 62, 48, 42 e 40 kDa), mas não foi observado polipeptídeo similar a 

cadeia pesada da HMW-2 (Figura 08).
Cinesina apresenta uma atividade CaATPase significativamente maior 

do que a MgATPase (Kuznetsov & Gelfand, 1986). Todos os outros 

r. uumlkadns nela cinesina, mas ao contrário da nucleotídeos trifosfatos foram hidrolisados peia ou 
n de GTP foi inferior ao ATP (Kuznetsovfração PC testículo a taxa de hidrolise fleuir

& Gelfand, 1986).
A dinamina é uma GTPase de 100 kDa que hidrolisa o GTP mais 

intensamente do que os outros nucleotídeos. Semelhante a dinamina, a fração 

. ir moF ? 4 mM/ AlCh 0.1 mM), mas não por isolada aqui foi inibida por A1F3 (NaF 2.4 mM/ Aie 3 
azida 1 mM e apenas levemente por NaVO, ImM (Tabeia 04). No gel, 

observa-se que a fração PC testículo possui um polipeptídeo cuja mobilidade 

relativa é similar a da dinamina, 100 kDa (Figura 08).

. • • Ap modo geral, caracterizam-se por sua alta atividade
As miosinas de moao b

i de cátions divalentes e contendo altaATPase em meio de reação desprovido de canon

zv nnrAlATPase (Pollard, 1982). Sabe-se, também, que 
concentração de V (K-ED atividade
algumas miosinas como a — V

(K-EDTA)ATPase consi erav caracterizadas bioquimicamente

V de vertebrados, outras — Assim> a falta de

Podem também não possuir ativi ~ftc«ihí1idAde da ATPase
elimina tota mente a possibilidade da Atrase atividade (K-EDTA)ATPase nao elimina 

aqui isolada ser uma miosina (Tabela
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A Fi-ATPase mitocondrial difere da atividade ATPase da fração PC 

testículo com relação a sensibilidade a azida e a estabilidade em baixa 

temperatura. Enquanto a Ft-ATPase mitocondrial possui uma meia vida de 5 

minutos a 4 °C e é quase totalmente inibida por azida 1 mM (Murphy et al, 

1983), a fração PC testículo é estável em baixa temperatura e nao e inibida por 

azida 1 mM (Tabela 03).
Como a fração apresentou significativa atividade GTPase, (Figura 13) 

tentamos purificá-la utilizando uma coluna de GTP-agarose. Observamos que 

os polipeptídeos: 160, 100, 74 e 48 kDa (Figura 16) juntamente com a 

atividade MgATPase (Figura 17) apareceram no "flow through” da coluna. No 

eluato observa-se apenas dois polipeptídeos: 32 e 16 kDa (Figura 16), estes 

podem corresponder à família das pequenas proteínas G, uma extensa família 

de pequenas GTPases envolvidas na transdução de sinal nas células. Os 

polipeptídeos: 32/ 16 kDa não apresentaram atividade GTPase, isto talvez 

possa ser devido a sensibilidade do método utilizado na dosagem.

As proteínas ligantes de GTP funcionam como '.ntetruptores" 

moleculares periódicos, entre uma conformação inativa ligada ao GDP e uma 

ativa ligada ao GTP. De modo geral, essas proteínas são ativadas pelo 

. , através de uma atividade GTPase
nucleotídeo guanosina e inatrvaaas auawo ~~ ___
mtrínseca, portanto as diferentes classes de proteínas ligantes de GTP podem 

conduzir diversas funções regulatórias. A heterotrimérica proteína G, por 
1 * ■ f 1templo, ligada a receptores transmembrana sinalizam moléculas intracelulares 

clássicas tais como: adenilato ciclase ou fosfolipase C e um segundo 

^nsageiro derivado desta via de transdução de sinal podem afetar o

células eucarióticas (revisão Hall, 1994).
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A fração PC testículo apresenta algumas características semelhantes a 

dinamina (atividade GTPase, inibição por A1F3 e polipeptídeo de 100 kDa). 

Contudo, observa-se que na fração estão presentes também uma banda 

polipeptídica de 160 kDa entre outras. Os resultados aqui apresentados 

mostram a caracterização parcial de uma Mg/Ca nucleotidase trifosfatásiea de 

testículo de coelho e levantam a possibilidade de estudo de proteínas 

relacionadas as vias de mecanotransdução e transdução de sinal. Mais 

investigações são necessárias para chegarmos a maiores conclusões sobre a 

fração isolada de testículo. Um caminho a ser seguido será verificar a resposta 

da atividade da fração PC na presença de aetina e microtúbulos. Outros 

caminhos poderão ser: separação das diferentes bandas polipeptídicas 

juntamente com a atividade Nucleotidase de cada preparação e a utihzação de 

anticorpos específicos para classe de motor molecular.
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6. SUMÁRIO.



tanto na presença de Mg++

Neste trabalho foi isolado e caracterizado parcialmente uma fração de 

testículo de coelho em fosfocelulose enriquecida em atividade ATP/GTPase. 

Os testículos foram homogeneizados em tampão I (Imidazol-Cl 50 mM, EDTA 

10 mM, EGTA 10 mM, DTT 1.0 mM, PMSF 0.3 mM e benzamidina 1 mM) 

pH 8.5 e centrifugado a 15.000g x 40 min. O sobrenadante foi aplicado em 

coluna de DEAE-Sepharose. Proteínas retidas foram eluídas com tampão 

Imidazol-Cl 50 mM, pH 6.5 e o eluato foi aplicado em coluna de fosfocelulose. 

A fração enriquecida em atividade ATPase foi obtida eluindo-se a coluna com 

tampão Imidazol-Cl, pH 8.0. Esta atividade não foi retida por uma coluna de 

GTP-agarose.A fração isolada de testículo de coelho possui as seguintes propriedades. 

1) Em altas concentrações (mM) de substrato, a atividade GTPase é maior do 

que a ATPase. Em baixas concentrações os dois nucleotídeos são hidrolisados 

indistintamente. 2) Ambas as atividades ocorrem 
como de Ca++. Nos dois casos, a atividade Ca/Nucleotidase foi maior do que a 

atividade Mg/Nucleotidase. 3) Diferentemennte de uma fração correspondente 

obtida a partir de cérebro de rato (Coelho, 1988), a atividade MgATPase não 

Ca++/CaM. 4) A atividade ATPase é estável em 

baixa temperatura (4 «C/7 dias), mas é totalmente perdida quando aquecida (75 

°C/ 5') ou congelada (-20 »C). 5) Não possui atividade (K-EDTA)ATPase 6) A 

atividade MgATPase não foi sensível a altas concentrações de sal (NaCl ou 

KC10 3 M) Triton X-100 0.2%, azida 1 mM ou NaVO, 250 pM. Contudo, foi 

inibida cerca de 80% por A1F3 (NaF 2.4 mM/ A1C1, 0.1 mM) e 35% na 

Presença de Na VO, 1 mM ou NaF 5 mM.
No gel, observou-se que os polipeptídeos: 160, 100, 74 e 48 kDa 

apareceram no "flow through" da coiuna de GTP-agarose juntamente com a 

r • cAmplhante a atividade da fração PC. No eluato 
atividade MgATPase que foi semelhanr «ujpnq- 32 e 16 kDa, que não apresentaram 
detectou-se sómente dois polipeptídeos.
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atividade MgGTPase. Estes dois polipeptídeos podem corresponder às 

pequenas proteínas G citoplasmáticas, que participam na organização do 

citoesqueleto e controle do transporte vesicular.

Os resultados aqui apresentados mostram a caracterização parcial de 

uma Mg/Ca nucleotidase trifosfatásica de testículo de mamíferos e levanta a 

possibilidade de estudo de proteínas relacionadas as vias de mecanotransdução 

e transdução de sinal.
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7. SUMMARY.



In this work we isolated and partially characterized a fraction of rabbit 

testis containing the ATPase/GTPase activity by using a phosphocellulose 

column. Testis was homogenated in 50mM Imidazole pH 8.5 with 10 mM 

EDTA/EGTA, 1.0 mM DTT, 0.3 mM PMSF, 1.0 mM benzamidine, and then 

centrifuged by 15.000g for 40 min. The supematant was loaded in DEAE- 

Sepharose column. Bound proteins were eluted with 50 mM Imidazole pH 6.5 

and the eluate was directly loaded in a phosphocellulose column. The fraction 

containing ATPase activity was then eluated with 50 mM Imidazole pH 8.0. 

No proteins were retained in GTP-agarose column.

The isolated fraction presented the following properties. 1) At high 

concentrations (mM) of ATP or GTP, GTPase larger than ATPase activity. At 

low substrate concentrations both nucleotides are indistinctly hidrolyzed. 2) 

Both activities were dependent on the presence of Mg++ or Ca++. In both cases, 

the Ca++-nucleotidase was larger of than Mg++-nucleotidase activity. 3) 

Ehfferenttly from the corresponding fraction isolated from rat brain (Coelho, 

1988), Mg++ATPase activity presented no stimulation by Ca++-CaM. 4) 

ATPase activity is well preserved when stored at 4 to 10 «C by one week, but 

not at 75 »C by 5 minutes or in a freezer at -20 °C. 5) (K+-EDTA)ATPase 

activity was not detected. 6) Mg-ATPase activity was not sensitive to high 

salt concentrations (0.3 M KC1 or NaCl), 0.2 % Triton X-100, 1.0 mM azide 

w 250 nM NaVO3. However, it was 80% inhibited by A1F3 (2.4 mM NaF/ 0.1 

mM AlClj) and 35 % in presence ofthe 1 mM NaVO3 or 5 mM NaF.

. 1 4. tn GTP-agarose column were analyzed inSome polypeptides not bound to Utr agaiu
, O0 J60 100 74 e 48 kDa bands. The column 

SDS-PAGE and caractenzed as 160, .
^tained just two polypeptides, with 32 and 16 kDa, that didn’t e i ite

SMÍ.Í ilial ”

lhe vesicle transport.
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The proteins here described may have a participation in 

mechanotransduction and signalization events, for what they still need more 

investigation.
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