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1. INTRODUCAO.




O movimento coordenado é uma caracteristica central da vida. As
células eucaridticas possuem no seu citoplasma um complexo conjunto de
proteinas filamentares, denominado de citoesqueleto. Este permite que as
células transportem vesiculas, sofram mudangas conformacionais e migrem.
Um processo altamente regulado pela célula (revisdes Wallin & Stromberg,
1995; Kabsch & Vandekerckhove, 1992).

A contragdo muscular € feita pelo deslizamento de filamentos de miosina
e microfilamentos interdigitados. O batimento de cilios e flagelos dependem da
intera¢do da dineina com os microttibulos. A cinesina realiza transporte de
organelas e contas recobertas de latex ao longo de microtabulos. Estes
processos celulares somente podem ser realizados devido as ATPases
mecanotransdutoras, enzimas que acoplam a energia de hidrdlise do ATP a
algum sistema que requer energia. A miosina acopla a energia de hidrolise do
ATP a contragdo muscular, a dineina realiza este processo no batimento de
cilios e flagelos, e a cinesina no transporte de organelas e vesiculas. Estes sdo
exemplos de ATPases associadas com o citoesqueleto (revisdes Vallee &

Shpetner, 1990; Marston, 1995).

1.1. Citoesqueleto:

As células eucaridticas apresentam trés classes principais de fibras do
citoesqueleto: microtibulos (constituido por o e § tubulina), microfilamentos
(constituido por F-actina) e filamentos intermedidrios.

Microtubulos sdo estruturas encontradas em todas as células
eucarioticas. Eles apresentam um papel critico na organizagdo intracelular, no
transporte axonal e de granulos de pigmentos dos cromatoforos, no movimento
de cilios e flagelos, € na segregacdo dos cromossomos durante a mitose e

meiose. A estrutura dos microtabulos ¢ similar em todas as células
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eucaridticas, eles sdo estruturas longas com cerca de 100 pm, em forma de
tubos compostos de tubulina, com didmetro interno e externo de cerca de 15 e
25 nm, respectivamente (revisdo Wallin & Stromberg, 1995).

Tubulina ¢ um heterodimero constituido por duas proteinas relacionadas
mas ndo idénticas, a e B tubulina, com tamanho de 4 x 8 nm. Dimeros de
tubulina formam a "coluna dorsal" dos microtubulos, e seu alinhamento
longitudinalmente é chamado protofilamento, geralmente 13 protofilamentos
formam um microtibulo. Microtibulos sdo polimeros dindmicos que
continuamente polimerizam e despolimerizam nas células e in vitro, esta
propriedade ¢ chamada de instabilidade dindmica (revisdo Cassimeris et al,
1987).

Existe um grupo heterogéneo de proteinas associadas a microtibulos,
estas proteinas podem ser divididas em 2 grupos distintos:

a) aquelas que possuem atividade ATPasica (GTPasica) ativadas por
microtubulos, tais como: cinesina, dineina e dinamina,

b) e aquelas como MAP-1, MAP-2, MAP-4 (microtubule associated proteins)
e T (tau), que sdo conhecidas por estimularem a polimerizagdo e estabilizagdo
dos microtiibulos na célula, a dindmica dos microtiibulos de mamiferos é
modulada pelas MAPs e 1 (revisdo Wallin & Stromberg, 1995).

Microfilamentos possuem entre 6-7 nm de didmetro, sdo constituidos
por filamentos de actina arranjados em forma de dois corddes de contas
torcidos um em torno do outro. A actina abundante nas células eucarioticas ¢é
uma proteina globular (G-actina) de 45 kDa, que se polimeriza formando
filamentos helicoidais ndo covalentes (F-actina). O controle da polimerizag&o-
despolimerizac¢do da actina é muito importante em muitos processos celulares
tais como: modificagdes morfolégicas, divisdo celular e outros. Este controle é
exercido por proteinas que se ligam aos filamentos de actina estabilizando-os,

e outras que favorecem a nucleagdo. Algumas proteinas ligam-se a G-actina,
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mantendo mais de 50% da actina citoplasmatica na forma de mondmeros, e
respondem a sinais extracelulares liberando G-actina, que entdo se polimeriza
(revisdo Hennessey et al, 1993).

A actina consiste de uma tnica cadeia polipeptidica com cerca de 375
residuos de aminoacidos cuja sequéncia e propriedades bioquimicas sdo
altamente conservadas evolutivamente. Actina foi primeiramente caracterizada
em musculo, 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 mudanca
conformacional, dissociam-se da F-actina, em um processo ciclico que resulta
no deslizamento de um filamento em relagdo ao outro, produzindo a contracio
muscular. No musculo estriado, a actina em forma de filamentos finos compde
a organizacdo estrutural do sarcOmero. Nas células ndo musculares, no entanto,
a organizagio estrutural da actina pode ser modificada em resposta a estimulos
extra ou intracelulares. Estas estruturas sdo variagdes no tema de organizagdo
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 (revisdo Kabsch & Vandekerckhove, 1992).

Todas as proteinas dos filamentos intermedidrios apresentam um centro
estrutural comum com aproximadamente 310 residuos de aminoécidos, que ¢
predominantemente em super hélice de o hélice. As extremidades de cada lado
deste niicleo comum sdo hipervaridveis, o que confere a estas proteinas uma
variedade de peso molecular. Estudos da estrutura primaria demonstraram que
existem pelo menos 5 tipos distintos de filamentos intermediarios, sdo eles:
tipo I e II constituidos de queratina, encontrados nas células epiteliais; tipo III
constituidos pela vimentina, desmina, etc; tipo IV sdo os filamentos neuronais

ou neurofilamentos; tipo V sdo as lamininas (revisdo Steinert & Liem, 1990).



1.2. Motores Moleculares.

Motores moleculares sdo proteinas caracterizadas por algumas
propriedades comuns, tais como: a) ligagdo a microtibulos ou F-actina sensivel
a ATP (ou outro nucleotideo); b) possuir atividade ATPase (ou outra
nucleotidase) ativada por microtibulos ou actina e c¢) apresentar capacidade de
produzir forga (revisdo Vallee & Shpetner, 1990).

Os motores moleculares sdo compostos por grupos de proteinas: a
superfamilia miosina, a superfamilia cinesina e as dineinas axonemal e
citoplasmaticas. As miosinas utilizam filamentos de actina como "trilhos" para
realizar movimento, enquanto as cinesinas e dineinas movem-se ao longo de
trilhos de microtibulos (revisio Sawin & Scholey, 1991). A dinamina ¢ uma
nova proteina descoberta (Shpetner & Vallee, 1989) e potencial candidata a
compor oS motores moleculares como mais nova familia a utilizar

microtubulos.
1.2.1. Miosinas.

O primeiro motor molecular descoberto nesta familia foi a miosina II,
esta denominagdo deve-se ao fato da molécula apresentar duas cadeias
polipeptidicas, que possuem nas suas extremidades N-terminal duas por¢des
globulares, que destacam-se do restante da molécula, que é formado por um
longo bastdo em super hélice de a hélice (revisdo Warrick & Spudich, 1987).
Esta miosina foi intensamente estudada, devido ao seu fundamental papel na
contracio muscular. A partir do inicio da década de 70, varias miosinas II ndo
musculares foram encontradas em diferentes células (revisdo Warrick &
Spudich, 1987). Proteinas relacionadas com miosina muscular também foram
descobertas, uma em Acanthamoeba (Pollard & Korn, 1973), outra na borda

4



em escova das células epiteliais do intestino de vertebrados (Collins &
Borysenko, 1984) e também em Dictyostelium (Titus et al, 1989). Apesar,
destas proteinas apresentarem caracteristicas de miosina II, estas ndio possuiam
as duas por¢des globulares como a miosina muscular. Houve entdo a
necessidade de separar estas proteinas em duas classes: a) a classe das
miosinas II ou convencionais, onde ficaram todas as miosinas com duas
porgdes globulares (cabecas) e cauda em super hélice de o hélice; e b) a classe
das miosinas I ou miosinas ndo convencionais, onde ficaram as que ndo
possuiam duas cabegas (revisio Hammer III, 1991; Pollard et al, 1991).

Novas miosinas foram descobertas através da andlise genética de
mutantes, tais como: o gene nina C de Drosophila (Montell & Rubin, 1988), o
gene dilute de camundongo (Mercer et al, 1991) e MYO2 de levedura
(Johnston et al, 1991). Estudos bioquimicos também conduziram a
identificagdo de uma nova miosina: uma proteina ligante de CaM em cérebro
de vertebrados, denominada inicialmente de p190 (Larson et al, 1986; Larson
et al; 1988; Larson et al, 1990; Espindola et al, 1992 e Espreafico et al, 1992).
Estas novas miosinas ndo enquadravam-se nem como miosina I e nem como
miosina II, a classificagdo em apenas dois grupos ndo era apropriada, pois a
diversidade destas miosinas ndo permitia tal agrupamento (Cheney &
Mooseker, 1992; Espreafico et al, 1992). Na tentativa de classificar e
organizar melhor a familia das miosinas, alguns pesquisadores propuseram um
estudo comparativo da sequéncia dos residuos de aminoécidos da extremidade
N-terminal ou dominio motor, regiio 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 ¢ Mooseker, 1993).

Atualmente a superfamilia miosina estd agrupada em 11 classes distintas

(revisdo Mooseker & Cheney, 1995).



Apesar da significativa variabilidade das miosinas isoladas de musculo
esquelético, liso e células ndo musculares, de modo geral elas apresentam as
seguintes caracteristicas enzimaticas: a) elevada atividade ATP&sica na
presenca de EDTA e alta concentragdo de potdssio (K-EDTA/ATPase) ou na
presenga de Ca** (CaATPase); b) relativamente baixa atividade na presencga de
Mg+t (MgATPase) e c) estimulagdo da atividade MgATPase pela actina
(Pollard, 1982). Uma excessdo, € a miosina V (p190) de vertebrados, que ndo
apresenta atividade (K-EDTA)ATPase consideravel (Espindola et al, 1992).

As miosinas conhecidas possuem pelo menos uma cadeia pesada,
composta por uma regido N-terminal globular (ou dominio motor) onde estfio
os sitios de ligagdo a actina e ATP, uma regido C-terminal (ou dominio cauda)
que € classe especifica, e entre estas duas regides esta o dominio pescogo (ou
regulatorio) no qual ligam-se as cadeias leves (revisio Mooseker & Cheney,
1995). Com a determinagdo da estrutura primaria da p190 (Espreafico et al,
1992) descobriu-se que o dominio pescogo desta ¢ caracterizado por 06
repeticdes de uma sequéncia conservada de aproximadamente 23 residuos de
aminodcidos bdsicos e hidrofobicos, conforme o motivo estrutural [Q
(IQXXXRGXXXRK) que constituem potenciais sitios de ligacdo 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 primaria os mesmos 6 motivo estrutural
1Q. Todas as miosinas possuem um dominio pescogo, cujo tamanho varia de 1
- 6 motivo estrutural IQ (revisdo Mooseker & Cheney, 1995). Seguindo o
dominio pescoco, cada classe de miosina possue alguma forma de dominio
cauda especifico. Nos tltimos tempos tem sido surpreendente o alto grau de
variacdo do dominio cauda nas diferentes miosinas, parece que esta variagéo
esteja fortemente relacionada com a fungdo especifica que cada classe realiza.

Vérias sdo as atribuicdes do dominio cauda; algumas miosinas ndo
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convencionais possuem habilidade de interagir com membranas, seja
diretamente ligando-se a fosfolipideos, ou hipotéticamente através de
receptores proteicos; outras possuem diferentes dominios: SH3; quinase; PH e
ativadores de GTPase (GAP), todos comumente associados com transdugio de
sinal (revisdo Mooseker & Cheney, 1995).

Uma questdo critica e sem resolucdo ainda € o elevado e diversificado
numero de genes que codificam miosina num determinado organismo. Em
Dictyostelium, ja foram total ou parcialmente sequenciados 10 genes, onde 09
parecem ser de miosinas ndo convencionais (Titus et al, 1994). Estudos
demonstraram que uma unica célula de vertebrado pode expressar mRNA ou
proteina de pelo menos 11 miosinas, onde somente 02 eram convencionais
(Bement et al, 1994). Resuitados similares foram encontrados em tecidos de ra
(Solc et al, 1994) e foram evidenciadas 08 miosinas em plantas (Kinkema et al,
1994). Este grau de diversidade da superfamilia miosina levanta questdes sobre
o papel biolégico das mesmas, muitas das quais sdo distribuidas em diferentes

células e tecidos.
1.2.2. Dineinas: Citoplasmatica e Axonemal.

Na década de 60, uma séric de estudos sobre motilidade de cilios e
flagelos, permitiram a purificagdo e caracterizagdo da primeira proteina com
atividade ATPase estimulada por microtibulos, a dineina (revisdo Gibbons,
1981). A dineina flagelar da alga unicelular, biflagelada Chlamydomonas €
uma das formas mais estudada, esta possui 3 cadeias pesadas de 500 kDa (a,
B e y); 2 cadeias intermedidrias de 78 e 70 kDa e varias cadeias leves de 10 a
34 kDa (revisdo Mitchell, 1994).

Existe um grupo hetergeneo de proteinas citoplasmaticas associadas a
microtibulos, denominadas MAP, estas sdo proteinas de alto peso molecular,
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conhecidas por estimularem a polimerizacdo e estabiliza¢do dos microtiibulos
na célula (Olmsted, 1986). Estudos destas proteinas associadas a4 microttibulos
demonstraram que estas eram divididas em dois grupos: MAP-1 e MAP-2. Nas
preparagdes de MAP-1 de cérebro de rato, foram detectadas 3 bandas
polipeptidicas distintas, denominadas de MAP-1A, MAP-I1B e MAP-1C
(Bloom et al, 1984).

Uma preparagdo de cérebro de rato altamente enriquecida em MAP-1C,
apresentou atividade ATPase estimulada por microtibulos e a capacidade de
translocar microtibulos e as duas atividades co-purificaram com a MAP-1C
(Paschal et al, 1987). Estas atividades indicavam algum papel para esta
proteina na motilidade citoplasmatica. A MAP-1C apresentou mobilidade
eletroforética similar & cadeia p de dineina flagelar de Chlamydomonas e o
mesmo coeficiente de sedimentagdo (Paschal et al, 1987). Na presenga de
ATP, microtibulos aplicados em uma superficie revestida com MAP-1C
deslizaram continua e unidirecionalmente (Paschal & Vallee, 1987). MAP-1C
produziu movimento no mesmo sentido realizado pela dineina flagelar de
Chlamydomonas, ou seja, em diregdo a extremidade (-) do microtibulo. Esse
movimento corresponde ao transporte axonal retrégrado, ou seja, da periferia
para o centro da célula (Paschal & Vallee, 1987). Estudos de microscopia
eletronica de transmissdo demonstraram que MAP-1C era estruturalmente
equivalente a dineina axonemal e sem divida um andlogo citoplasmatico desta
enzima (Vallee et al, 1988). Assim sendo, MAP-1C passou a ser denominada,
dineina citoplasmatica.

A atividade enzimatica das dineinas citoplasmatica e axonemal ¢
dependente de Mg ou Ca++ (Shpetner et al, 1988) e a atividlade MgATPase
da dineina citoplasmética € consideravelmente mais sensivel a estimulagéo por
baixas concentragdes de microtubulos que a dineina axonemal (Shpetner et al,

1988). Entretanto, dineinas citoplasmatica e axonemal diferem quanto a
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especificidade de nucleotideos. O ATP € o substrato preferencial para dineina
axonemal e os nucleotideos CTP, TTP e GTP foram melhores substratos do
que o ATP para dineina citoplasmatica, contudo, somente ATP ¢ utilizado para
translocagdo de microtubulos (Shpetner et al, 1988).

A cinética de inibicdo pelo vanadato demonstrou que este atua como
analogo do fosfato, formando um complexo relativamente estavel, que atua
bloqueando o sitio de ligagdo de y-fosfato do ATP (Gibbons et al, 1978). A
dineina citoplasmdtica € inibida por NaVO; sendo necessério de 5-10 pM para
inibicdo de 50% de sua atividade ATPase, enquanto que para dineina axonemal
sdo necessdrias aproximadamente 2 puM (Shpetner et al, 1988). Vanadato
também ¢é utilizado como um agente fotosensivel nos estudos da estrutura da
cadeia pesada da dineina. A exposi¢cdo da dineina a irradiagdo UV (365 nm)
em baixa concentragdio de NaVO; e MgATP (uM), resulta na clivagem da
cadeia pesada das dineinas citoplasmatica e axonemal em um sitio especifico,
com uma paralela perda da atividade ATPase (Gibbons et al, 1987; Paschal et
al, 1987). O eritro(-2-hidroxi -3 nonil) adenina (EHNA), ¢ um inibidor menos
potente que o NaVO;, porém mais especifico. EHNA 1 mM em alta forga
i6nica (0.6 M) inibiu 85% da atividade da dineina citoplasmatica e totalmente a
dineina axonemal (Shpetner et al, 1988).

As dineinas possuem entre 1000 e 2000 kDa e contém 2 ou 3 cadeias
pesadas, onde encontram-se as regides produtoras de forca. A extremidade N-
terminal de 35 kDa de cada cadeia pesada possue a sequéncia consenso
denominada "P-loop", elemento indicativo de ligagdo e hidrdlise do
nucleotideo, que representa a regiio motora da molécula (revisdo Vallee,
1993). A dineina axonemal possui subunidades acessorias que variam de 14 a
120 kDa, enquanto que na dineina citoplasmatica estas variam de 53 a 74 kDa.
Devido ao tamanho das dineinas e sua composi¢do complexa, definir sua

estrutura tem sido um trabalho exaustivo (revisdo Vallee, 1993).



Estudo de microscopia eletrénica utilizando anticorpos anti-70 kDa da
dineina flagelar de Chlamydomonas, demonstraram que este polipeptideo estd
localizado na base do complexo dineina flagelar (King & Witman, 1990),
estritamente associado com a subfibra A do axonema (Goodenough & Heuser,
1984). Sugerindo que o papel desta € produzir uma regido ndo catalitica ligante
de microtubulos (Paschal et al, 1992). A dineina citoplasmatica de rato possue
um proeminente polipeptideo de 74 kDa, que embora relativamente distante,
apresenta uma clara homologia com a cadeia intermedidria de 70 kDa da
Chlamydomonas (Paschal et al, 1992). Papel andlogo foi proposto para o
polipeptideo de 74 kDa da dineina citoplasmatica de rato, com fun¢io de
ligacdo a organelas, cinetocoros ou microtibulos (Paschal et al, 1992; revisdo
Vallee, 1993). |

Dineina citoplasmatica encontra-se amplamente distribuida em diversos
organismos. Esta foi purificada de Caenorhabditis elegans, Dictyostelium,
figado, testiculo e cérebro de rato (revisdo Vallee & Shpetner, 1990). Estudo
imunohistoquimico de diferentes tecidos de rato demonstrou que dineina
citoplasmatica e axonemal co-existem na mesma célula, como por exemplo no
epitélio bronquico. A diferente distribui¢do entre as dineinas citoplasmatica e
axonemal sugere que uma forma de dineina ndo pode mudar para outra forma
(Yoshida et al, 1992).

Dineina citoplasmatica parece participar no transporte axonal retrogrado
nos neurdnios (Paschal & Valle, 1987). Nas células epiteliais a dineina parece
estar envolvida no transporte da superficie apical para basolateral, na
distribuicio e redistribuicio de endossomos, lisossomos e elementos do
complexo de Golgi (Lin & Collins, 1992). Dineina também pode estar
envolvida no movimento do cromossomo em dire¢do ao poélo mitético na
Prometafase/ Anafase A, no transporte de vesiculas nos pdlos e na organizagio

do fuso mitético (revisdo Sawin & Scholey, 1991).
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1.2.3. Cinesinas.

Cinesina foi primeiramente detectada em estudos do transporte axonal
rapido em lula. A incubacio de axoplasma de lula com AMP-PNP e
microtibulos, induziu a ligacdo da cinesina aos microtubulos, sendo esta
interagdo o primeiro passo para a purificacdo da cinesina (Vale et al, 1985). A
cinesina, ¢ referida de modo geral, como uma proteina motora que realiza
movimento em diregdo a extremidade (+) do microtubulo, ou seja, do centro da
célula para a periferia, movimento centrifugo (Vale et al, 1985).

Na auséncia de microtibulos, a cinesina apresenta atividade CaATPase
maior do que a MgATPase, porém, ndo foi observado deslizamento dos
microtiibulos na presenga de CaATP, embora ambas as atividades sejam
estimuladas por microtubulos (Kuznetsov & Gelfand, 1986). Estudo recente
demonstrou que a atividade ATPase da cinesina pode ser regulada de varias
maneiras, dependendo da heterogeneidade das cadeias leves contidas na
preparagdo. Certas cadeias leves de cinesina sdo proteinas ligantes de
calmodulina e ambas cadeias leves e pesadas podem ser fosforiladas
diferentemente pela proteina quinase dependente AMPc e proteina quinase C,
reduzindo a atividade ATPase estimulada por microtdbulos, tanto in vitro
como in vivo (Matthies et al, 1993). Os nucleotideos ATP, GTP, TTP, UTP e
CTP foram hidrolizados pela cinesina, no entanto, MgATP ¢ o substrato
preferido (revisdo Vallee & Shpetner, 1990).

A cinesina é menos sensivel ao NaVO; quando comparada & dineina,
foram necessérias 50-60 uM de NaVO; para uma inibi¢do de 50% da atividade
MgATPase da cinesina. Ela apresenta resisténcia aos agentes oxidantes como
N-etilmaleimida (NEM) sendo requeridos de 3-5 mM deste, para uma inibigdo
entre 20 a 50% da atividade MgATPase (revisdo Vallee & Sheptner, 1990).

11
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Cinesina ¢ um tetrdmero (a,B,) composto de 02 cadeias pesadas o e
duas cadeias leves B (ver Cole & Scholey, 1995). As cadeias pesadas sdo
comumente de 110-134 kDa e as cadeias leves de 60-80 kDa. Na extremidade
N-terminal de cada cadeia pesada, encontra-se o dominio motor globular ou
cabeca com cerca de 40 kDa, regido de ligagdo ao microtibulo e hidrélise de
ATP. Ligada a cabega globular estd uma longa cauda de 50-60 nm, cuja
estrutura ¢ em super hélice de o hélice. A extremidade C-terminal da cadeia
pesada, dobra-se formando uma segunda regido globular, acredita-se que nesta
regiio estejam os sitios de ligacdo das cadeias leves e da "carga" a ser
transportada (revisdes Goldstein, 1991; Cole & Scholey, 1995).

A andlise de células mutantes possibilitou a descoberta de vdrias
proteinas 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 segrega¢do dos cromossomos na meiose e
mitose (Endow et al, 1990). E a andlise de outros mutantes permitiram a
detec¢do de mais proteinas relacionadas com cinesina, a Cut 7 (Hagan &
Yamagida, 1990); nod (Zhang et al, 1990); unc-104 (Otsuka et al, 1991) e
outras.

Estudos recentes de varias cinesinas nativas sugerem que a diversidade
de sequéncias em seu dominio cauda sejam importantes para as variadas
estruturas quaternarias, 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 ourico-do-mar e embrido de
Drosophila, apresentam a composicdo tetramérica (a,3,) como descrita
anteriormente. Interessantemente, uma proteina relacionada com cinesina
obtida de cérebro bovino e ovos de ourico-do-mar, apresenta complexo

homodimérico (a,) sem cadeias leves (ver Cole & Scholey, 1995). Uma
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proteina de 300 kDa, também relacionada a cinesina, foi purificada de ovos de
ourico-do-mar. Esta possui dois polipeptideos similares (85 e 95 kDa), que
formam um heterodimero com estrutura em super hélice de a hélice entre seus
dominios 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 subfamilia bim C de cinesina est4 presente em tecidos em divisdo de
um grande nimero de organismos. A proteina KPP-130 de Drosophila, o
primeiro membro desta subfamilia a ser isolado, ¢ um homotetrimero de 500
kDa composto aparentemente por 4 polipeptideos de 130 kDa relacionados a
cinesina que ndo possuem cadeias leves ou polipeptideos acessorios (Cole et
al, 1994).

Através da expressdo de um gene de cérebro murino em Baculovirus foi
possivel purificar uma proteina monomérica, que semelhante a cinesina move-
se ao longo de microtubulos em diregfo a extremidade (+). Esta é uma proteina
de 144 kDa cuja a extremidade N-terminal é globular com uma curta regido
cauda. Esta ¢ a primeira evidéncia bioquimica de que a cinesina monomérica
exista in vivo (Nangaku et al, 1994),

Cinesina encontra-se distribuida em uma ampla variedade de organismos
e tipos celulares. Esta foi identificada bioquimicamente em ovos de ouri¢o-do-
mar (Cole et al, 1993); embrido de Drosophila (Cole et al, 1994); figado de
rato (Marks et al, 1994); glandula adrenal bovina (Murofushi et al, 1988);
cérebro bovino (Kuznetsov & Gelfand, 1986); Dictyostelium (McCaffrey &
Vale, 1989); Saccharomyces cerevisiae (Middleton & Carbon, 1994);
axoplasma de lula (Vale et al, 1985) e outros.

Apesar da caracteriza¢do da estrutura e propriedades enzimaticas da
cinesina, sua fung¢do na célula permanece incerta. Cinesina é capaz de induzir a

translocacdo de contas de latex ao longo de microtubulos (Vale et al, 1985).
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Esta propriedade levanta a possibilidade desta proteina ser um motor para
transporte de organelas membranosas na célula. Estudo in vitro evidenciou o
papel da cinesina no movimento de granulos pigmentosos do centro para a
periferia dos melanoforos (Rodionov et al, 1991). A preparagio e
caracterizagdo de diferentes fracdes subcelulares (complexo de Golgi,
vesiculas secretdrias, mitocOndrias, lisossomos, endossomos, reticulo
endoplasmatico e outros) de figado de rato e analises de imunoblot forneceram
fortes evidéncias que cinesina estd associada com vesiculas secretérias,
principalmente no complexo de Golgi (Marks et al, 1994). Os resultados
sugerem que cinesina esteja envolvida em multiplas rotas vesiculares nos
hepatocitos e fornecem novas evidéncias da interacio 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 microtiibulos, que induzia a polimeriza¢do destes na
presenca de nucleotideos (Shpetner & Vallee, 1989).

A dinamina de cérebro de rato € estruturalmente relacionada com a
crescente familia de proteinas 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 mamiferos
demonstraram que pelo menos dois genes distintos codificam esta proteina. As
duas dinaminas exibem diferengcas marcantes em relagdo a sua distribui¢do e
regulagdo tecidual. Dinamina I € expressa quase exclusivamente no Sistema
Nervoso Central. Por outro lado, dinamina II apresentou niveis de expressio

similares em todos os tecidos testados, incluindo o cérebro (Sontag et al,
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1994). Estes dados sugerem uma especializa¢do nas fungdes da dinamina em
tecidos neuronais e ndo neuronais em mamiferos.

A dinamina possui em sua estrutura primdria sequéncia de residuos de
aminoacidos consistentes com regides ligantes de GTP (Obar et al, 1990).
Foram realizados ensaios para caracterizar a especificidade de substrato da
proteina purificada. Estes demonstraram que dinamina é uma GTPase, pois a
hidrélise do GTP pela dinamina ¢ mais intensa (> 126 nmol min.-! mg!),
enquanto que outros nucleotideos sdo pouco hidrolisaveis < 13 nmol min.-! mg-
I (Shpetner & Vallee, 1992). A hidrdlise de GTP ¢ estimulada por
microtibulos e ndo é inibida por ATP em concentragdes fisiologicas. Esta
hidrdlise foi inibida por AlF; (2.4 mM NaF/ 0.1 mM AICl;), N-etilmaleimida
(0.2 mM) e alguns andlogos sintéticos do GTP, mas ndo foi inibida pelo GDP
(0.5 mM), NaVOj; (1 mM), NaN; (1 mM) ou AMP-PNP (0.5 mM). A proteina
MAP-2 inibe fortemente a estimulagio da dinamina por microtibulos,
enquanto outros biopolimeros anidnicos como: actina, filamentos de vimentina
e o 4cido poliglutdmico (PGA), ndo alteraram apreciavelmente a estimulagfo
da dinamina (Shpetner & Vallee, 1992). A atividade GTPase da dinamina I
obtida por transfec¢do em células COS e devidamente purificada é estimulada
pela fosforilagdo da proteina quinase C, mas dinamina II ndo (Sontag et al,
1994).

Ensaios recentes indicaram a necessidade de no minimo duas moléculas
de dinamina associadas para a ativacdo GTPase méxima, estes resultados
sugerem que interagdes de cooperagdo entre moléculas de dinamina sdo
responsaveis pela ativagdo da GTPase e que aparentemente estdo envolvidas
na func¢do da dinamina in vivo (Tuma & Collins, 1994).

Dinamina é uma proteina de 100 kDa, que possui na sua extremidade N-
terminal cerca de 300 residuos de aminoécidos que formam os trés sitios de

ligagdo do GTP, regido mais conservada entre a crescente familia GTPase. Na
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extremidade C-terminal estdo localizados 100 residuos de aminoacidos
extremamente basicos e ricos em prolina (33%). Dinamina também possue o
dominio PH (Pleckstrin Homology), dominio este encontrado em proteinas
envolvidas nas vias transdutoras de sinal, e uma curta regido com alta
probabilidade de formar estrutura em super hélice de o hélice (ver Vallee &
Okamoto, 1995).

Estudos utilizando neurénios do hipocampo de ratos e células N1E-115
de neuroblastoma murino demonstraram que o nivel de dinamina aumenta em
correlagdo direta com a formacdo dos neurdnios (Torre et al, 1994). As
culturas de neurénios hipocampal de rato foram tratadas com dois diferentes
oligonucleotideos antisense dinamina. Os niveis de dinamina nos neurdnios
diminuiram 95% aproximadamente, resultando numa redugfio significativa no
numero e comprimento dos neuritos (Torre et al, 1994). Estes dados, sdo
consistentes com a afirma¢dio que dinamina representa algum papel na
formagdo dos neuritos, mas qual a fungfo especifica 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 evidéncias indicam que esta
proteina participa na endocitose, reciclando membranas. A andlise
ultraestrutural dos tecidos afetados dos mutantes do gene shibire de
Drosophila tem revelado um aumento das vesiculas revestidas por clatrina e
uma deplegdo das vesiculas sindpticas, compativeis com um defeito na
endocitose (Kosaka & lkeda, 1983). A tranfeccdo das sequéncias
correspondentes aos dominios 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 inibi¢do da endocitose mediada

por receptores. Esta foi bloqueada em algum estdgio intermediario durante o
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revestimento da vesicula em formagdo, fornecendo suporte para a participagdo
da dinamina nas vias de transporte vesicular mediado por clatrina.

Estudos bioquimicos mostraram que esta proteina pode ligar-se e ser
ativada por alguns componentes celulares envolvidos no transporte de
vesiculas tais como: membranas de organelas (Tuma et al, 1993) e proteinas
contendo o dominio SH3 (Src Homology 3), dominio este, também, encontrado
em proteinas envolvidas nas vias de transdugdo de sinal (Herskovits et al,
1993b).

1.3. Testiculos.

Os testiculos sdo estruturas pares, ovdides, que desempenham a dupla
fun¢do de producdo de gametas e secre¢io de horménios esterdides. A
formagdo de espermatozoides ocorre ao longo de toda a extensdo dos tibulos
seminiferos, os quais perfazem cerca de 80% da massa do testiculo adulto. Os
tabulos seminiferos sdo formados por um epitélio complexo, composto por
multiplos clones de células espermatogénicas que se tornardio os
espermatozoides, distribuidos entre as altamente ramificadas células de
sustentacdo ou células de Sertoli. Abaixo deste epitélio, estd a parede do
tibulo composta de matrix extracelular e células peritubulares ou células
midides (Vogl & Soucy, 1985). As células midides sdo células escamosas
simples situadas adjacentes a ldmina basal do tibulo seminifero. Nestas células
os feixes de actina estdo orientados de modo geral em duas dire¢des: paralelos
e perpendiculares ao longo eixo da parede do tubulo (Vogl & Soucy, 1985).

As células de Sertoli sdo células grandes, de forma irregular que estdo
ligadas a lamina basal por hemidesmossomos rudimentares, ¢ extende-se entre
as células germinativas para alcangar o limen tubular, criando assim um

ambiente adequado para espermatogénese ou interagdes entre células
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germinativas (revisdo Guraya, 1995). As células germinativas testiculares
dependem grandemente das células de Sertoli, para suprir todas as suas
necessidades. Uma tnica célula de Sertoli pode estar em contacto com
diversas células germinativas em diferentes estigios de desenvolvimento
(Byers & Graham, 1990).

Sdo fungdes das células de Sertoli: a) suporte mecénico e nutricional das
células em desenvolvimento; b) transloca¢do das células germinativas; c)
regulagdo paricrina e regulagdo da proliferagdo e diferenciagdo das células
germinativas pela secrecdo de proteinas regulatorias, incluindo fatores de
crescimento e hormoénios; d) fagocitose de corpos residuais; e) metabolismo de
hormonios esteréides (revisdes Boekelheide et al, 1989; Guraya, 1995).

O citoesqueleto da célula de Sertoli é supostamente critico na realizaco
de cada uma destas fungdes. A forma celular, a localizagdo intracelular de
organelas e as jun¢des intercelulares da célula de Sertoli, sofrem um periodo
ciclico de reorganizagio em associagdo com a maturagdo das células
germinativas (revisdo Boekelheide et al, 1989).

Filamentos citoplasmaticos de varios tamanhos e formas estdo
distribuidos geralmente ao redor do nicleo na base da célula de Sertoli até o
citoplasma apical e em associagdo com jungdes (revisio Boekelheide et al,
1989). Microfilamentos ou filamentos de actina estdo principalmente
localizados na regido cortical, e formando agregados nas especializa¢des
ectoplasmicas, que sdo bastante desenvolvidas nos mamiferos (revisdo Guraya,
1995). As especializagdes ectopldsmicas sdo compostas por uma densa banda
de filamentos de actina, que esta localizada entre a membrana plasmatica da
célula de Sertoli e o reticulo endoplasmatico (revisdo Guraya, 1995). Estas
especializacdes conferem rigidez a regido "cabega" da espermatide, formando
uma estrutura para movimento direcional das células germinativas, que ocotre

durante a maturagdo celular (revisGes Boekelheide et al, 1989; Guraya, 1995).
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Os microtibulos sdo abundantes, estdo distribuidos predominantemente
paralelos ao longo do eixo das células de Sertoli em feixes compactos e sdo
uniformemente polarizados e orientados com sua extremidade (-) voltada para
a periferia da célula (revisdo Guraya, 1995). Os microtibulos aparecem como
colunas no citoplasma da célula em associacdo com as espermdtides
arredondadas, mas ndo parecem circundar as células germinativas.
Aparentemente, existe uma interacdo entre especializa¢des ectopldsmicas e
microtibulos, o que levanta a hipdtese de que os microtibulos estejam

associados com o movimento das espermadtides (revisio Boekelheide et al,

1989).

1.4. Motores Moleculares em Testiculo:

1.4.1. Miosinas.

A detec¢do de miosina II em tibulo seminifero foi realizada através da
imunofluorescéncia, utilizando-se antisoro contra miosina de plaquetas
humanas. Verificou-se a distribuicdo de miosina nas células intersticiais dos
vasos sangiiineos, nas células midides e nas células endoteliais dos vasos
linfaticos. Ndo foi observado marcagdo nas especializagdes ectoplasmicas da
célula de Sertoli (Vogl & Soucy, 1985). Utilizando-se um modelo apropriado
para indugdo de contragdo verificou-se que as células midides sdo capazes de
produzir forca contratil na presenca de ATP ou ATP/Cat* exégenos (Vogl &
Soucy, 1985).

Estudos bioquimicos ¢ de clonagem molecular, possibilitaram a
identificacdo de uma nova miosina I em rato, denominada myr 1 (myosin-I
from rat). A myr 1 existe em trés isoformas: myr la, myr 1b e myr lc (Ruppert

et al, 1993). Analises de imunoblot, para verificar a distribuicdo de myr 1 em
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diferentes tecidos, demonstraram que myr la foi expressa proeminentemente
em tecidos cerebrais embridnicos e em tecidos adultos de vdrias regides do
cérebro e em testiculos. Todos os anticorpos utilizados reconheceram
fortemente um polipeptideo de 130 kDa (Ruppert et al, 1993). Analise de
Northern blot, para verificar o padrdo de expressio das isoformas de myr 1 em
tecidos de rato adulto, revelaram trés transcritos (4 a 6.5 Kb), que foram
proeminentes em varios tecidos, inclusive testiculos (Sherr et al, 1993).

A miosina VII € um recente membro da superfamilia miosina (Cheney et
al, 1993), que foi preliminarmente detectado em Drosophila (Chen et al,
1991). Estrutura primaria parcial de miosina VII foi obtido de células epiteliais
de porco e de humanos (Bement et al, 1994), bem como de ri (Solc et al,
1994). Esta miosina corresponde ao produto do gene shaker-1, cuja mutagio
recessiva leva a surdez em camundongos (Gibson et al, 1995) e em humanos a
Sindrome de Usher tipo 1B, uma doenga hereditaria caracterizada pela surdez
congénita, disfungdo vestibular e retinite pigmentosa (Weil et al, 1995).

A andlise de imunoblot para verificar a distribuigdo de miosina VIla em
varios tecidos de rato revelou a presen¢a de um polipeptideo de 240 kDa,
principaimente em testiculos (Hasson et al, 1995), estes dado sido consistentes
com a analise de Northen blot que demonstrou a presen¢a de um transcrito de
9.5 Kb proeminente em testiculos (Gibson et al, 1995).

A miosina IX foi identificada através da analisse de cDNA em
leucocitos e figado humanos e em células epiteliais de porco, como duas
formas distintas, denominadas A ¢ B (Bement et al, 1994). Uma miosina
homoéloga a miosina IX-B foi preliminarmente sequénciada em tecidos de rato,
denominada myr 5 (fifth uncoventional myosin from rat). Analise de imunoblot
para detecgdo de myr 5 em tecidos de rato, revelou a presenga de um
polipeptideo de 225 kDa em varios tecidos, inclusive em testiculos (Reinhard

et al, 1995).
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A porg¢do cauda da myr 5 e miosina IX-B sdo 69% idénticas e ambos 0s
segmentos sdo relativamente ricos em prolina. Este dominio € seguido por um
segundo, rico em cisteina similar a estrutura dos dominios ligantes de zinco e
fosfolipideos para proteina quinase C. O terceiro dominio ¢ homologo ao das
proteinas ativadoras de GTPase (GAP), que regulam a familia rho/rac e outras

(revisdes Mooseker & Cheney, 1995; Chant & Stowers, 1995).
1.4.2. Dineinas.

Uma proteina de alto peso molecular associada a microtibulos foi obtida
de homogeneizado de testiculo de rato (Neely & Boekelheide, 1988). Esta
proteina apresentou mobilidade eletroforética similar a outras MAPs, no
entanto, ndo apresentou reatividade frente aos anticorpos especificos para
MAPs. Assim, a proteina de testiculo foi denominada HMW-2, esta ¢ uma
ATPase estimulada por microtibulos, é constitutiva e independente do estagio
de desenvolvimento das células germinativas (Neely & Boekelheide, 1988).
Semelhante a dineina citoplasmatica de cérebro, a proteina HMW-2 apresentou
inibicdo da atividade ATPase pelo vanadato (50 uM) e eritro(-2-hidroxi -3
nonyl) adenina (EHNA) e fotoclivagem UV dependente de vanadato (Neely &
Boekelheide, 1988).

HMW-2 ¢ uma proteina complexa composta de 2 cadeias pesadas de
460 kDa, 2 cadeias intermediarias de 90 kDa e 4 cadeias leves 63, 48, 45 ¢ 40
kDa (Neely et al, 1990). A cadeia pesada e a cadeia intermediaria da HMW-2
possuem a mesma mobilidade eletroforética dos polipeptideos correspondentes
a MAP-1C (Neely & Boekelheide, 1988). Imagens de microscopia eletronica
da HMW-2 revelaram uma estrutura com duas cabegas esféricas reunidas.
Indicando que a estrutura completa e dimensdes da HMW-2 sdo muito

similares a estrutura de outras dineinas citoplasmaticas (Neely et al, 1990).
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Estudo imunohistoquimico de testiculo de rato para verificar a
distribuicdo de motores associados a microtubulos, demonstrou que dineina
citoplasmatica foi imunolocalizada no citoplasma da célula de Sertoli durante
todos os estagios da espermatogénese, no entanto, o citoplasma apical da
célula de Sertoli exibiu sua mais intensa marcacdo durante os periodos de pico
de atividade secretéria das células de Sertoli, estagios IX-XIV (Hall et al,
1992). Nesses estagios dineina citoplasmatica foi evidente nas especializacdes
ectoplasmicas das espermatides. Assim, dineina citoplasmatica representa um
importante papel estagio-dependente na célula de Sertoli e encontra-se em
maior concentragdo nos periodos de pico de atividade secretéria das células de
Sertoli (Hall et al, 1992).

1.4.3. Cinesinas.

Estudo de imunolocalizagdo de motores associados & microtibulos em
testiculo de rato demonstrou cinesina nas "manchettes", estas sdo estruturas
formadas por microtibulos paralelos, encontradas no nucleo da espermatide
desde o inicio do processo de maturagio até sua transloca¢do através do

epitélio seminifero (Hall et al, 1992).

1.4.4. Dinaminas.

Inicialmente andlises de imunoblot de varios tecidos indicavam que
dinamina era restrita a tecidos neuronais (Shpetner & Vallee, 1989; Scaife &
Margolis, 1990), mas isto ndo 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 expresséo e distribui¢do da dinamina em rato demonstrou que
pelo menos dois genes distintos codificam esta proteina, exibindo diferengas
marcantes em relagdo a distribuicdo e regulagio tecidual. A dinamina I é
expressa quase exclusivamente no sistema nervoso central e a dinamina II
apresentou niveis similares em todos os tecidos testados, incluindo o cérebro
(Sontag et al, 1994).

Em estudo recente foi sequenciado um gene de figado 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 estd na primeira metade da proteina, que corresponde aos
sitios de ligagdo para o GTP, regido mais conservada das dinaminas. O gene
Dyn 2 foi detectado em varios tecidos de rato como dois transcritos cuja
expressdo maior foi em testiculos (Cook et al, 1994). A hibridizagdo in situ
revelou a expressdo de dinamina especificamente nos tubulos seminiferos,

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




Uma fra¢do enriquecida em atividade ATPase estimulada por célcio e
calmodulina foi obtida a partir de citosol de cérebro de rato usando coluna de
fosfocelulose (Coelho, 1988). Semelhante ao cérebro, o testiculo € rico em
calmodulina (Roger et al, 1979), apresenta células assimétricas com multiplos
processos celulares, secreta ativamente muitas substancias e apresenta arranjo
morfolégico dos microtiibulos qualitativamente muito semelhantes (ver Bloom
et al, 1984 e Boekelheide et al, 1989).

Assim, nosso objetivo inicial neste trabalho foi obter a partir de testiculo
de coelho uma fracdo com atividade ATPase usando coluna de fosfocelulose e

compara-la com a atividade ATP4sica isolada de citosol de cérebro de rato.
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3. MATERIAL ¢ METODOS.



3.1. Preparacio de Proteinas.

3.1.1. Preparacio de Sobrenadante de Testiculo de Coelho.

Coelhos adultos pesando entre 3.0-3.5 Kg, foram decaptados e em
seguida seus testiculos foram removidos, lavados com salina gelada e
colocados em tampdo de extragdo 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).
Apbs reunirmos 08 testiculos (peso médio 3.0 g) procediamos a
homogeneizagdo, usando 15 ml de tampdo para cada testiculo. A
homogeneizagio foi realizada em rotagdo maxima, em trés 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 mi cada, e centrifugados a 15.000 g x 40 minutos, numa
centrifuga IEC, CENTRA MP4R, refrigerada a 4 9C. O sobrenadante de cada
tubo, apds filtrado em compressa de gaze dobrada, foi reunido em uma proveta

mantida no gélo (fragdo S1). O precipitado foi descartado (esquema 01).

3.1.2. Fracionamento de S1 em Coluna de Fosfocelulose.

A cromatografia em coluna de fosfocelulose granular (Sigma) foi
realizada na cimara fria (4 a 8 °C) e o perfil cromatografico de proteinas foi
acompanhado através da D.O. a 280 nm, espectrofotometro HITACHI U-
2000.

O sobrenadante de testiculo foi imediatamente aplicado na coluna de
fosfocelulose (5.5 x 1.6 cm) com um fluxo de 12 gotas/min.. A coluna foi

previamente equilibrada com 10 volumes de tampéo I pH 6.9 (Imidazol-Cl 50

25



mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.2 mM) e apos a aplicagdo da amostra, a coluna

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

Proteinas retidas foram eluidas com tampao I pH 8.0 e foram coletadas

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

(esquema 02)

Esquema 01: Preparaciio de Sobrenadante de Testiculo de Coelho.

Testiculo de coelho

v

homogeneizados em TE

Imidazol-Cl 50 mM, pH 6,9
EGTA 10mM, EDTA 10 mM
PMSF 0.3 mM, DTT 1.0 mM,

benzamidina 1.0 mM

centriﬁlgggéo 15.000 g x 40 min. a 4 0C.

l

(descarte)P1
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Esquema 02: Fracionamento de S1 em Coluna de Fosfocelulose.

Fragdo

coluna

S1

de fosfocelulose (5.5 x 1.6 cm)

»

"flow through"

!

proteinas retidas

v
fragoes (2.0 ml/tubo)

3.1.3. Fracionamento de S1' em Coluna de DEAE-Sepharose.

A fragdo S1' de testiculo foi obtido da mesma maneira como descrito no item

3.1.1, com excessdo do tampéo 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
cdmara fria (4 a 8 0C) e o perfil cromatografico foi acompanhado através da
D.O. a 280 nm em espectrofotometro HITACHI U-2000.

A fragdo S1' foi aplicada em coluna de DEAE-Sepharose (5.5 x 2.5 ¢m)
com um fluxo de 10 gdtas/min. A coluna foi previamente equilibrada com 10
volumes de tampéo I pH 8.5 e ap6s a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada
com o tampdo de equilibrio até que a D.O. a 280 nm < 0.005. Proteinas retidas
foram eluidas com tampdo I, pH 6.5 em fragdes de 3.0 ml, utilizando-se um
coletor de fragdes BIO RAD Modelo 2110. Nesta eluigdo a concentragio 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
cimara fria (4 a 8 °C) e o perfil cromatografico foi acompanhado através da
D.O. a 280 nm.

As fra¢des eluidas na etapa anterior, com D.O. a 280 nm > 0.10 foram
reunidas formando a fragdo "pool DEAE". Esta foi aplicada em coluna de
fosfocelulose (5.5 x 2.5 cm) com fluxo de 10 gbétas/min.. A coluna foi
previamente equilibrada com 10 volumes de tampdo I pH 6.5 e apds a
aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com tampéo I pH 6.5 até que a D.O a
280 nm < 0.005. Proteinas retidas foram eluidas com tampdo I pH 8.0 em
fracoes de 3.0 ml, utilizando-se um coletor de fragdes BIO RAD Modelo 2110.

Neste passo a concentragdo de Imidazol foi de 100 mM (esquema 04).
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Esquema 03: Fracionamento de S1' em Coluna de DEAE-Sepharose.

Fracdo S1'

coluna de DEAE-Sepharose (5.5 x 2.5 cm)

l l

"flow through" proteinas retidas

Tamp@o I: pH 6.5

frages (3.0 mi/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)

l l

nflow through" proteinas retidas

v

Tampdo I, pH 8.0

fragdes (3.0 ml/tubo)

3.1.5 Fracibnamento da Fracdo PC em Coluna de GTP-Agarose.

As fragdes com atividade ATPase eluidas na etapa anterior foram

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

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

equilibrada com 10 volumes de tampdo I, pH 8.0 € apds a aplicagdo da

amostra. a coluna foi lavada com 0 mesmo tampdo de equilibrio até que a D.O.
9

a 280 nm < 0.005. Proteinas retidas foram eluidas com tampdo I, pH 7.2

30




contendo NaCl 0.5 M e foram coletadas fragdes de 1.0 ml, utilizando-se um

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

Esquema 05: Fracionamento da Fracio PC em Coluna de GTP-Agarose.

Fragdo PC

~

coluna de GTP-agarose (3.0 x 1.1 cm)

l l

"flow through” proteinas retidas

v

Tampdo I, pH 7.2 +
NaCl 0.5 M

fragGes (1.0 mi/tubo)
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3.2. Métodos de Analise.

3.2.1. Dosagem de Proteinas:

A concentragiio de proteinas nas fragdes foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando como padréo soro albumina bovina (Sigma).

As dosagens foram realizadas em duplicatas e para cada experimento
fez-se uma curva padrdo. A quantidade de proteina (5 a 30 pg) utilizada para a
construgdo da curva padriio estd dentro da faixa de linearidade do método. A
concentracio proteica das amostras foi determinada a partir da regressio linear
dos valores da curva padrio (Figura 01).

Embora, para cada experimento tenha sido feito uma nova curva padréio
com reagentes novos, observamos que o reagente de Bradford armazenado por
uma semana néo perdeu a linearidade, porém diminuiu a sensibilidade (Figura
02).

Para cada dosagem foram utilizados: 100 pl distribuidos entre amostra e
4gua 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 agitagio
acrescentar 100 ml de 4cido fosforico 85% (Reagen) completando o volume
para um litro com 4gua desionizada e posterior filtragdo). A absorbéancia foi

medida a 595 nm ap6s 3 minutos e antes de 1 hora, contra o branco que

contém o mesmo tampdo da amostra.
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Absorbancia 595 nm
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Figura 01: Curva padrao de soro albumina bovina

(BSA).

05(*

Absorbancia 595 nm

10 15
Proteina (ug/ml)

Figura 02: Curva padra
reagente de Bradford com 0 tempo.

uma semana.

20 25 30

- Preparado no dia,

o de BSA mostrando queda na sensibilidade do

4 Armazenado
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3.2.2. Determinacio da Atividade Nucleotidase Trifosfatasica.

A atividade nucleotidase foi determinada pela dosagem do ortofosfato
inorganico (Pi) liberado no meio de reagéo em consequéncia da hidrdlise do
ATP ou GTP (substrato). A quantificagdo deste fosfato foi realizada pelo
método colorimétrico descrito por Heinonen e Lahti (1981).

Execugdo da reagdo e determinagdo do fosfato inorganico liberado:
1- Meios de reagdo foram preparados e armazenados em frascos de vidro
dmbar, 40 pl deste meio foi pipetado em cada tubo de ensaio. Estes meios

estdo definidos na tabela 01.
2- A esses tubos contendo o meio de rea¢ao, foram adicionados de 20 a 50 pg

de proteina (cuja atividade ATPisica ou GTPasica deseja-se saber).
3- A reacdo iniciava-se com a adicdo de 20 pl de uma solugdo de ATP ou GTP
50 mM (concentragdo final de 5mM). A incubagdo foi feita a 37 °C por tempo
pré-determinado. O volume final no tubo de reagdo foi de 0.2 ml.

4- Ap6s transcorrer 0 tempo de incubagdo, as reagdes foram interrompidas
adicionando-se com o auxilio de pipetador automético 2.0 ml da propria
solucdo de dosagem AAM: 01 volume de Molibdato de Amoénio 10 mM, 01

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

por 15 segundos num agitador vortex, em seguida adicionou-se 0.2 ml de acido

citrico 1M agitando-se por mais 10 segundos.
5- Sempre foi feito um branco para cada amostra, neste caso 0 ATP ou GTP

somente foi adicionado ao tubo de reacdo imediatamente antes da adicdo da

solucdo AAM. Esta solugdo 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 reagdo

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

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

8- A curva padrio (Figura 03) foi construida utilizando-se uma solugdo padrio

de KH,PO, cuja concentragio compreendeu a faixa de 0 a 200 nmoles de

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

concentracdo de ortofosfato inorginico. Todas as dosagens foram realizadas

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

contendo a solugdo de KH,PO, cujo valor de absorbancia e concentra¢io de Pi

foram utilizados para os calculos, conforme equacdo abaixo.

10- A atividade especifica foi determinada pela seguinte equag3o:

D.O. amostra x nmoles Pi do padréo

AE=

D.O. padriio x mg de proteina na reacdo x tempo de reagio

11- A atividade especifica foi expressa em nmoles de Pi/ minuto/ mg de

proteina.

Absorbancia 355 nm

Figura 03: Curva padrio de fosfato inorganico KH,PO,.

]
0.8
0.6
0.4 ’
0.2
00 10 50 100
nmoles de Pi

200
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Tabela 01: Meios de reacio para Atividade Nucleotidase Trifosfatasica.

=

Atividade MgCl, | CaCl, | CaM | NaCl | KCl |KCl |EDTA

Nucleotidase 5mM |9 mM [ 25pg [0.3M | 0.06M | 0,6M |2 mM

Mg+ X

Cat++ X

| Mg*+/Cat++ X X

Mg™/Ca++/CaM X X X

(K/EDTA)ATPase X X
X X

LINa/K)ATPase X X X

Meio de reacdo utilizado para a atividade Nucleotidase, além dos componentes
citados acima, contém: 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 Sédio

(SDS-PAGE).

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

utilizando o sistema tampao descontinuo (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 dimensdes do gel foram de 10 x 10 x 0.06 cm (mini-gel). O gel de separagdo

foi preparado com as seguintes solugdes: Tris-HCI 375 mM pH 8.8, EDTA 2

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

TEMED 0.05% e Persulfato de Amobnio 0.35%. O volume da solugdo
acrilamida:bisacrilamida foram determinadas conforme a concentragdo

desejada para o gel. As concentragoes dos géis

figuras,

estdo indicadas na legenda das
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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:bisacrilamida 5%, TEMED 0.125% e
persulfato de amoénio 0.125%. As placas foram montadas em cubas

apropriadas contendo o tampéo eletrodo (Tris-Cl 100 mM pH 8.3, EDTA 7.8
mM, glicina 0.77M e SDS 0.3%).

As amostras foram preparadas mantendo
_HC] 62.5 mM pH 6.8, SDS 1%,

-se a propor¢do de 100 pl de

amostra para 50 pl de tampdo STOP (Tris
bromofenol 0.25%, glicerol 10%) € 10 pl de B-mercaptoetanol, apés a mistura,
4 amostra foi aquecida por dois minutos em agua fervente.

Em cada poginho, aplicou-se de 5 a 10 pl de amostra com o auxilio de

microseringa Hamilton. Ap6s aplicar todas as amos

RAD Modelo 1000/500. A eletroforese foi iniciada com 20 mA, corrente esta
ofenol no gel de separagdo. Em

tras, ligava-se a fonte BIO

que foi mantida até a entrada da frente de brom
seguida, a corrente foi aumentada para 25 mA. Apos a corrida, o gel foi corado
com Coomassie (R-250) e para retirar 0 €Xce

uma solugao de etanol 30% e dcido acético 10%.
Apés coloragio, o gel foi colocado entre duas folhas de papel celofane

(Previamente mergulhados em 4gua destilada) ¢ presos com bastidores de

madeira e deixados a temperatura ambiente

sso de corante do gel, usou-se

para secarer.

Mr x 10-%) utilizado foi o SDS-6H

O padriio de peso molecular relativo (
osina (205), B-galactosidase (116),

(Sigma) que contém: cadeia pesada de mi
fosforilase-b (97), albumina povina (66), ovoalbumina (45) e anidrase

Carbonica (29).
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3.2.4, Determinacio do Peso Molecular de Proteinas em SDS-PAGE.

3.24.1, Preparacio da Curva de Calibragao:

1) Calcular o logaritmo (log) correspondente a cada peso molecular do padrio

(eixo y),
2) Medir a distancia de migragdo de cada uma das bandas do padrdo comercia]

SDS-6H (Sigma),
3) Calcular o valor de migragdo relativa (Rf) das bandas do padrdo (eixo x).

distincia que a proteina migrou a partir da origem do gel.

Rf=
distdncia da origem até o "front" do gel.

4) Construg:éo da curva de calibragdo: os valores de migragdo relativa (Rf) das

bandas do padrio foram plotados no eixo x e o logaritmo (log) correspondente

4 cada peso molecular no eixo y.

3242, Determinaciio do Peso Molecular do Polipeptideo de Interesse.

1) Medir 3 distancia de migrago do polipeptideo de interesse.
2) Calcular a Rf deste polipeptideo, conforme formula anterior (valor de x).

3) Calcular 5 equacdo da reta, conforme y=a + bx

4) Encontrar o valor de y, conforme equagao anterior.
3) Caleular o anti log y, encontrando assim a massa relativa do polipeptideo de

Interegse,
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9)

logaritmo (lo

02 03 04 05 06 07 08 09
migragéo relativa (Rf)

Figura 04: Curva de calibragio dos polipeptideos do padrio SDS-6H.
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4. RESULTADOS.



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

Fosfocelulose.
O sobrenadante 15.000g x 40 min. de testiculo (fragdo S1) obtido

conforme descrito em Material e Métodos, possui uma col
cdo de proteases € peptidases no homogeneizado foram

MSF (0.3mM); benzamidina (1.0mM) e alta

oracdo avermelhada.

Uma possivel a
minimizadas pela presenga de P

concentracdo de quelantes EDTA/EGTA (10mM), além da baixa temperatura

(0 a 4 oC) das solucOes € a rapidez na remogao ¢ homogeneiza¢do dos

testiculos.
A fragdo S1 (60 ml) foi apli

Material e Métodos. Proteinas retidas n
pH 8.0 ¢ foram coletadas fragdes de 2.

ente com a atividade ATPase foram detectadas

cada em coluna de fosfocelulose conforme
q coluna foram eluidas com 2.5

5 0 ml. Observou-se
volumes de tampdo I

que as proteinas eluidas juntam
A partir de 6 ml de eluigdo (fracao 03).

coluna de fosfocelulose houve 0O empacotamento d
o longo da elui¢do, dificultando o0 processo

Quando a fragdo S1 foi aplicada na

a resina, isto levou a um

"arraste” de proteinas 2

cromatogréfico (Figura 05)-

No gel observa-s¢ véarios polipeptidios:
untos com a atividade ATPase (Figura 06).

147, 100, 79, 62, 48, 42, 40 ¢ 16

kDa que foram eluidos j
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Figura 5. Atividade ATPase das fracoes e;l(l)“rixiiut(j)z B:I(l) :1111:1'10 d:
fosfocelulose. As fragoes foram pré i}f‘;bgfi?i&oéo mM; MgCly 5.0 mM;
Eps, contendo: Imidazol 25 m,i/f ;ezgﬁo .fo’i iniciada com a adigdo de ATP
EGTA 1.0 mM e DTT 0.2 mM. s a 37 0C foi interrompida com a

2 inuto .
(concentragﬁo final SmM) e apos %gdr:sm as reagdes foram realizadas em
Propria solugio de dosagem.

- Atividade ATPase.
duplicatas, —s- Absorbancia a 280 nm, —4- Ativi
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fracdes eluidas da coluna de
1 retidas na coluna de fosfocelulose fora_m eluidas
letadas fragdes de 2.0 ml. Foram aplicados no
e (S1); 123 pg do "flow through" (F) e
2.9; 2.7; 2.5 U8 de proteinas, que
vamente. O gel foi corado com
deos: 147, 100, 62, 48 e 16 kDa.
deia pesada de miosina, -
na, ovoalbumina e anidrase

Figura 06: SDS-PAGE do S1 ¢ das

fosfocelulose. Proteinas de S
com tampdo I pH 8.0 e foram €0
gel (8 a 17%) 153 pg do sobrenadant
1.7, 3.3 3.5, 4.0, 3.7 3.3 3L 2%
correspondem as fragdes 03 @ 12, respectiy
Coomassie blue G. As setas indicam polipepti
Padrdes de peso molecular (Mr x 10-2): ca
galactosidase, fosforilase b, soroalbumina DOVi

carbonica.
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4.2. Fracionamento de S1' em Coluna de DEAE-Sepharose.

Semelhante a fracdo isolada de citosol de cérebro de rato (Coelho,
1988), foi obtido em coluna de fosfocelulose fragdes com atividade ATPase a
partir de sobrenadante de testiculo de coelho. No entanto, conforme citado
anteriormente 0 processo cromatografico foi prejudicado devido ao
empacotamento da resina em contacto com a fraccdo S1. Assim, com o
objetivo de methorar o perfil cromatografico da fosfocelulose, resolvemos
primeiramente aplicar o sobrenadante extraido com pH 8.5 na coluna de
DEAE-Sepharose, elui-la com tampdo I, pH 6.5 e entdo aplicar este eluato na
coluna de fosfocelulose.

O sobrenadante 15.000g x 40 min. de testiculo (fragdo S1') possui cerca

de 910 mg de proteinas. A fragio S1' foi aplicada em coluna de DEAE-

Sepharose conforme descrito em Material e Métodos. Nas condi¢Oes usadas

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

direto no "flow through" (527 mg). Proteinas

volumes de tampdo I, pH 6.5 € as fracdes cuja a D.0. > 0.10 foram reunidas,

constituindo o "pool" DEAE (Figura 07). No gel pode-se notar que os
I'" DEAE s#o: 238, 100, 74, 66, 48 ¢ 16 kDa

retidas foram eluidas com 05

principais polipeptideos do "poo

entre outros (Figura 08).

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

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

(5.5 x 3.0 cm) pH 6. 5. Nas condigdes utilizadas cerca de 35% das proteinas

foram retidas pela coluna, a maior parte das
"flow through" (58 mg). Proteinas retidas foram eluidas com tampdo IpH 8.0 e

foram coletadas fragoes de 3.0 ml.(Figura 09).

proteinas apareceram na fragdo
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Em geral, detectou-se proteinas a partir de 27 ml de elui¢do e apenas
verificou-se atividade MgATPase em duas fragdes. Na fragdo pico e outra ao

lado. A atividade MgATPase na fragdo pico variou de 33 a 45 nmoles de Pi/
min/ mg e a concentragdo de proteinas foi de 0.23 a 0.30 mg/ml (Figura 09).

Comparando-se a figura 09 com a figura 05 podemos observar que a
utilizagdo primeiramente da coluna de DEAE-Sepharose e depois a de
fosfocelulose melhorou o processo cromatografico.

No gel pode-se observar que o polipeptideo de 66 kDa passou direto
pela coluna e aparece na fragdo "flow through" (F). Nas duas fra¢des com
atividade MgATPase observa-se 0s seguintes polipeptideos: 160, 100, 74, 48,

42, 40, 32 e 16 kDa dentre outros polipeptideos, que também estdo presentes

nas demais fragdes (Figura 10)
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Absorbancia 280 nm

Eluigao

0.6

Fragoes

¢do S1' em coluna de DEAE-Sepharose.

: EAE-Sepharose (5.5 x 2.5 cm) pH
= Q1" foi aplicada em coluna de DEAL-

QSﬁ?rZ:)c’:e?nlasf?':at?gas foram eluidas com tampéo I pH 6.5 € fzzag:) ;Ogtgiaz
fractes de 3.0 ml. A eluigdo foi realizada a 4 C e acompanha -

280 nm. A seta indica o inicio da eluicdo.

Figura 07: Cromatografia da fra
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Figura 08: SDS-PAGE das fracdes S1', ""flow through" e "pool" DEAE.
As fragdes cuja a D.O. a 280 nm > 0.10 foram reunidas formando o "pool"

DEAE. Foram aplicados no gel (12%) 23 ug da fragdo SI'; 6 ug da fragdo
"flow through" (F) e 4 ug da frago "pool" DEAE (PD). O gel foi corado com
Coomassie blue G. As setas indicam os polipeptideos de 100, 66 ¢ 16 kDa.

Padrges de peso molecular (Mr x 1073): cadeia pesada de miosina, pB-
galactosidase, fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase

carbOnica.
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Figura 09 - A) Perfil cromatografico dq "pool" DEAE em coluna de
fosfocelulose. A fracio "pool DEAE" foi aphcada,em coluna de~fosfocelulose
(5.5 x 2.5 cm) pH 6.5. Proteinas retidas foram eluidas com tampdo I pH 8.0 ¢
foram coletadas fragoes de 3.0 ml. Todo o processo cromatografico foi

realizado a 4 °C e acompanhado com D.O. a 280 nm. A seta indica inicio da
MgATPase das fracoes eluidas da coluna de

eluicdo. B) Atividade . . :
fosfocelulose. As fragbes foram pré incubadas por 10 minutos em meio de
reaciio contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KC1 60 mM; MgCl, 5.0 mM;
EGTA 1.0 mM: DTT 0.2 mM. A reagdo foi iniciada com a adi¢do de ATP
(concentr.agao ﬁ,nal 5 mM) e ap6s 20 minutos 2 37 0C foi interrompido com a
Propria solugdo de dosagem. Todas as reagdes foram realizadas em duplicatas,
lizadas mostrando perfil enzimatico similar,

Outras 04 preparagdes foram rea
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Figura 19, SDS-PAGE do "pool" DE AE, "ﬂ_‘)w through" e (:as fracoes
€luidas da coluna de fosfocelulose. Foram aplicados no gel (12%) 4 pg do
"pool DEAE" (PD); 2.5 pg do "flow through” (F) € 1.6;5; 1~.5; 1:10 1.3; Il,é;
© 1.1 pg de proteinas que correspondem _asbl a(é)eso t a 16,
respectivamente. O gel foi corado com.C‘oomasssw u; : Tsfasfei{sqos,
ndicam as fragges que apresentaram Atividade Nucleotidase k?)f)s 5 35{(;3_
As setas indicam polipeptideos 160; 100; 74,48,42,40 ¢ 16 ]“- a_droes
de peso molecularl (Mr x 10-3): cadela pesad;l de _1m031na, B-{é&: a_ct031 ase,
fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica.
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4.4. Efeito de Clcio e Calmodulina na Atividade ATPase da Fracgio PC.

As duas fragdes que apresentaram atividade MgATPase e perfil em

SDS-PAGE semelhantes (Figuras 09 e 10) foram reunidas, constituindo 2
fragdo PC, cuja concentragio de proteinas variou de 0.2 a 0.25 mg/ml.
Semelhante a fragdo isolada de citosol de cérebro de rato em
fosfocelulose (Coelho, 1988), a fragiio PC possui atividade ATPase basal tanto
na presenca de Mg (MgATPase) como de Ca** (CaATPase) (Figura . A
atividade CaATPase ¢é cerca de 20% maior do que a atividade MgATPase, mas
isto nio significa que esta fragdo possui mais de uma ATPase, pois estas
atividades ndo sdo somadas quando a fragdo PC & incubada na presenca de
Mg+ e Ca** (Figura 12). Estes cdtions podem agir como cofator e, também,
podem fazer parte do substrato na forma de Mg-ATP ou Ca-ATP.
Diferentemente da fragdo isolada de citosol de cérebro de rato em

fosfocelulose (Coelho, 1988), a fragdo PC de sobrenadante de testiculo nio

apresentou estimula¢do na presenca de Ca*+/CaM (Figura 12).

4.5. Atividade GTPase da Fracao PC.

Semelhante a fracdo isolada de citosol de cérebro de rato em coluna de
fosfocelulose (Coelho, 1988), a fragdo PC de testiculo de coelho hidroliza de 2
a 2.5 vezes mais o GTP do que o ATP (Figura 13). E interessante notar que a
fragdo PC hidroliza preferencialmente o GTP em concentragdes maiores (mM)
e indistintamente em baixas concentragdes (uM) (Tabela 02).

A fracdo PC também possui atividade GTPase basal tanto na presenga
de Mg+ (MgGTPase) como de Ca™ (CaGTPase) (Figura 14) sendo que a

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

presenca de Mg e Ca*+ (Figura 14). A atividade GTPase néo ¢ estimulada na

presenga de Ca*+/CaM (Figura 14).

Tabela 02: Comparacgio da Atividade GTP/ATPase da Fragio PC

(nmoles de Pi/ min/ mg de proteinas).

[ ] 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 reagio contendo: Imidazol 25 mM, pH7.0; KCI 60 mM; MgCl,
5.0 mM; EGTA 1.0 mM; DTT 0.2 mM, foram acrescentadas as diferentes
concentragdes dos substratos. A reagdo foi iniciada com a adigdo de 28 g de
proteinas da fragdo PC e apos 20 minutos a 37 °C foi interrompida com a
prapria solugdo de dosagem. Todas as reagoes foram realizadas em duplicatas.
Os valores acima sio de uma preparagdo. Outras 02 preparages foram

realizadas mostrando perfil enzimdtico similar. * ndo determinado.
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EmgAaTe CaATiJ

Figura 11: Atividade MgATPase e CaATPase da fragio PC. 28 ug da
fragdo PC foram pré incubadas por 10 minutos em meio de reagdo contendo:
Imidazol 25 mM, pH 7.0; KCI 60 mM; EGTA 1.0mM; DTT 0.2 mM. A
atividade MgATPase foi determinada acrescentando-se S mM de MgCl, e a
CaATPase acrescentando-se 2.0 mM de CaCl, . A reagdo foi iniciada com g
adicio de ATP (concentragdo final 5 mM) e apés 30 minutos a 37 0C fo;
Interrompida com a propria solugdo de dosagem. Todas as dosagens foram
realizadas em duplicatas. Os valores acima sdo de uma Unica preparacio.
Outras 05 preparagdes foram realizadas, mostrando perfil enzimdtico
similar. A atividade MgATPase variou de 30 a 40 nmoles de Pi/min/mg de
proteinas e 3 CaATPase de 40 a 52 nmoles de Pi/min/mg de proteinas.
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4.6. Ffeito de Inibidores na Atividade GTP/ATPase da Fracio PC.

Virios efetores como: azida, ouabaina, oligomicina, vanadato, Ca**
?

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

caracterizar varias ATPases. A atividade GTP/ATPase da fragdo PC foi testada

na presenca de alguns desses efetores (Tabela 03). Semelhante a fragdo isolada

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

ATPase da fracdo PC de testiculo ndo apresentou inibicdo na presenca de

azida e permaneceu relativamente estdvel uma semana €m baixa temperatura (4

0C/ 7 dias). Ela perdeu

congelada (-20 9C/2h) (Tab
de cérebro (Coelho, 1988), a fragdo PC de testiculo ndo apresentou

estimulagdo da atividade MgATPase na presenga de alta concentragdo de KCl
ou NaCl (0.3 M). A fragdo PC ndo apresentou atividade (K-EDTA)ATPase e
na presenga de NaF mM (35%) (Tabela 03).

a4 atividade quando aquecida (75 9C/5min) ou

ela 03). Diferentemente da fragdo isolada de citosol

foi ligeiramente inibida

4.7. Fracionamento da Fra¢ao PC em Coluna de GTP-Agarose.

o PC apresenta alta atividade GTPase (Figura 13),

utilizamos uma coluna de afinidade a GTP (3.0x 1.1 cm) para purificd-la. Nas
rca de 5 % das proteinas foram retidas pela coluna, a

gh" (1.5 mg). Proteinas

Como a fragd

condicdes utilizadas ce
as passaram 1o "flow throu

maior parte das protein
m tampdo I, pH 7.2 contendo NaCl 0.5 M e foram

retidas foram eluidas co

coletadas fragdes de 1.0 ml (Figura 13).
(Figura 15), contudo nao detectou-se atividade

Na eluicdo detectou-se proteinas

sémente em trés fragoes

s. No gel observa-se que 05 polipeptideos de 160,

MgGTPase nestas fragoe
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100, e 48 kDa apareceram no "flow through” (F) junto com a atividade ATPase
€ no eluato (E) observa-se apenas dois polipeptideos: 32 e 16 kDa (Figura 16),
Tabela 03: Resposta da Atividade Nucleotidase da Fragiio PC a Efetores,

T Meio de Reagdo ATPase (%) GTPase (%)
Mg+ 100 100
Azida 1 mM 102 29

NaCl 300 mM 84 ND *
KCI 300 mM 94 ND
| _NaF5mM 66 90
Geladeira (4-8 °C/7 dias) 72 ND
Agquecimento (75 °C/5") 0 ND
Congelamento (-20 °C/2h) 0 ND
KCl 60 mM 0 ND
KCl1 600 mM 0 ND

29 g de proteinas da fragdo PC foram pré incubadas por 10 minutos em meio
de reagdio contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KCI 60 mM; EGTA 1.0 mM;
DTT 0.2 mM. A atividade MgATPase foi determinada acrescentando-se ao
meio 5 mM de MgCl, e CaATPase acrescentando-se 2.0 mM de CaCl, A
atividade (K-EDTA)ATPase foi determinada no meio de reacdo: Imidazol 25
mM, pH 8.0; EDTA 2.0 mM; DTT 0.2 mM e conforme apropriado foi
acrescentado 0.06 M ou 0.6 M de KCI. A reagdo foi iniciada com a adi¢fo de
ATP ou GTP (concentragdo final 5 mM) e apés 20 minutos & 37 0C foi
interrompida com a propria solugdo de dosagem. Os valores em porcentagem
foram calculados tomando-se como 100% a atividade basal (MgATPase 33
nmoles de Pi/ min/ mg de proteinas e MgGTPase 75 nmoles de Pi/ min/ mg de
proteinas). Todas as reagdes foram realizadas em duplica{as. Os va‘lores acima
530 de uma preparagdo. Outras 03 preparagGes foram realizadas cuja atividade
MgATPase variou de 30 a 40 nmoles de Pi/ min/ mg de prot. ¢ MgGTPase de

57 a 80 nmoles de Pi/ min/ mg de proteinas. * ndo determinado.
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Figqra 14: Atividaldoe n(f;ullzzee(ri;l geigage reagdo }::%ntendo: Imidazol 25
pré incubadas por | 0 mM; KCI 60 mM; DTT 0.2 mM e onde indicado foi
mM, pH 7.0; EGTI‘:M' de l\/’IgCI,z, 2.0 mM de CaCl, € calmodNulma 25
acresce13tand0 ° 50 foi iniciada com a adicio GTP (conc’ent.racao ﬁflal 5
ug/reagao.’ A rea@got s a 37 0C foi interrompida com a propria solugdo de
mM) e apds 30 mmudO * pens foram realizadas em duplicatas. Os Vfll.ores
do§agen1; Todas 3; (r)epfragﬁo' QOutras 03 preparagées foram real{zadgs
?;(;I;?a;gg éceltfn;?l?antg perfil de atividade. A atividade MgGTPase variou de

57 a 80 nmoles de Pi/ min/ mg de proteinas.
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4.8. Atividade MgATPase da Fracio "Flow Through''da Coluna de GTP-

Agarose.

A grande maioria dos polipeptideos da fragdo PC passaram direto pela
coluna de GTP-agarose aparecendo na fragdo "flow through” (Figura 16) e a
fracdo F também apresentou atividlade MgATPase similar ao da fragdo PC
(Figura 17). Estas caracteristicas similares a fracdo PC indicam que os
polipeptideos: 32 e 16 kDa retidos pela coluna de GTP-agarose ndo
interferiram na atividade MgATPase da fragdo. A atividlade MgATPase da
fracdo F foi testada frente a alguns efetores (Tabela 04), detectou-se maior
inibicdo na presenca de AlF; (79%) e leve inibigdo na pesenga de NaVO; 1
mM (35%). A fragdo F ndo sofreu alteracdo significativa na presenca de azida,

Triton X-100 e NaF (Tabela 04).
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Figura 16: SDS-PAGE da fragio PC, "flow through" e -elua;lto da coluna
de GTP-a,t-gafose. Foram aplicados no gel (12%) 12 pg da frag:ag PC (PC), 5
Hg do "flow through" (F) e 3 pg do eluato da coluna (E). O gel foi corado com

0 indi Ipepti 48 kDa. Padroes
Y i indicam polipeptideos 160, 100 e .
Coomassie blue G. As setas el

d lar (Mr x 10-3); _ | g
fOengiiSl(;sIen l())leszlll'oall)(umina bovina, ovoalbumina e anidrase carbdnica.
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Figura 17. Comparacio da atividade ATPase da frag::”m~PC e da fracdo
"flow through" da coluna de GTP-agarose. 47 K8 da fracdo RC e 20 ug (~10
vfﬂ()W throughn foram pré incubadas por 10 munutos €m II]:;\I/;) ISIG (I:';}ag:ao
Contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KCI 60 mM; EGTA IAOTP ; MgCl 5.0

; DTT 0.2 mM. A reagdo foi iniciada com 2 adigdo de (f:oqcentlrac;izo
fina] 5 mM) ¢ apés 30 minutos a 37 oC foi m'terromplda cor? a propga SO lug;ao
de dosagem, Todas as dosagens foram realizadas em duplicatas. Os valores

ACma s3o de uma preparagao.
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Tabela 04: Efeito de Inibidores na Atividade MgATPase da Fracio "Flow

Mgh" da Coluna de GTP-Agarose.
[ Meio de reacdo Atividade Especifica (%)
—
[ Mgt 100
. NaVO; 1 mM 65
| KC1600 mM/NaVvVO, | mM 79
_ Azida 1 mM 98

Triton X-100 0.2% 108
. NaF 2.4 mM 88
| NaF 2.4 mM/ AIC; 0.1 mM 21

16 incubadas por 10 minutos em meio

20 ug da fracio "fl hrough" foram p
cdo "flow throu . :
de reacdo contendo: Imidazol 25 mM, pH 7.0; KCI 60 mM; MgCl, 5.0 mM;

EGTA 1.0 mM: DTT 0.2 mM. A reagdo foi iniciada com a adicdo de ATP
: ’ ' ap6s 30 minutos a 37 0C foi interrompida com a

(concentracio final 5 mM) € . .
Propria SO]?J(;&O de dosagem. Todas as reagoes fora;n_ realizadas em duplicatas.
Os valores acima sio de uma preparagéo. A atl'wdade basal (’MgATPase)
utilizada para os célculos foi de 42 nmoles de Pi/ min/ mg de proteinas.
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5. DISCUSSAO.



Os resultados apresentados aqui mostram a obten¢do de uma fracdo

enriquecida em atividade ATPase a partir de testiculo de coelho

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

sobrenadante 15.000g x 40 min. de testiculo de coelho, quando aplicado
entuado empacotamento da

usando coluna

diretamente na coluna de fosfocelulose, causou ac

optamos em fazer um pré-fracionamento do sobrenadante de

resina. Por isso
2
Este procedimento melhorou

testiculo em coluna de DEAE-Sepharose.

sensivelmente 0 processo cromatografico na fosfocelulose (Figura 08).

Comparando-se o perfil de polipeptideos da
plicado diretamente nesta coluna

s fracdes eluidas da fosfocelulose,

quando o sobrenadante de testiculo fol a
(Figura 06) e quando 0 sobrenadante foi pré

Sepharose (Figura 08) observamos  Vvarias

mobilidade relativa semelhantes, comuns 3s duas preparagdes.
e citosol de cérebro de rato em

), a fragdo isolada de sobrenadante

_fracionado em coluna de DEAE-

bandas polipeptidicas com

Semelhante a fragdo isolada d

fosfocelulose, PC cérebro (Coelho, 1988

15.000g x 40 min. de testiculo de coelho

MgATPase como CaATPase (Figura 11
maior do que

(PC testiculo) possui tanto atividade
). A atividade CaATPase da fracdo de

testiculo & cerca de 20% a MgATPase, propriedade que difere

ligeiramente da fragdo isolada de
a++/CaM (Figura 12).

MgATPase nio foi estimulada por €
tividade ATPase € de proteina-quinase

A fragio PC cérebro apresentou 8
at+/CaM. Verificou-

_pun'ﬁcados um polipeptideo de alto peso
principaiS cuja mobilidade relativa
inase 1I: 49 € 62 kDa (Coelho, 1988).

pPC cérebro apresenta atividade de

citosol de cérebro de rato. A atividade

se que juntamente com a

reguladas pelo complex0 C
quinase foram €O

s dois polipeptideos
unidades de CaM qu

quinase 11, a fragdo
kDa sofrem fosforilagdo enddgena na

62

atividade proteina
molecular e outro
correspondia as sub
Semelhante a CaM

proteina-quinase, 0S polipeptideos 49/62



presen¢a de Ca/CaM e o polipeptideo de 49 € reconhecido por um anticorpo

especifico para subunidade o de CaM quinase II (Coelho, 1995).
Supostamente, o mecanismo de estimulagdo da atividade ATPase por

Ca**/CaM envolvia a presena de CaM quinase II, ou seja, Catt/CaM ativa a
CaM quinase II e esta quinase por sua vez estimula a atividade ATPase da
fragdo (Coelho, 1988). Diferentemente da fragio PC cérebro, a fragio PC
testiculo nfo possui CaM quinase II visto que esta ndo estd presente em
testiculos (Lin et al, 1987). Este fato explicaria a auséncia de estimulagdo da

atividade MgATPase da fragdo de testiculo de coeltho na presenca de

Ca*+/CaM (Figura 12).

Semelhante a fra¢édo
caracterizou a atividade nucleotidase da fracdo de testiculo foi sua alta

). Em altas concentracdes (mM) de substrato, ela

pC cérebro (Coelho, 1988) outra propriedade que

atividade GTPase (Figura 13
hidrolizou cerca de duas vezes mais 0 GTP do que o ATP (Tabela 02). A

fragdo também apresentou atividade CaGTPase cerca de 2 vezes maior do que

a atividade MgGTPase (Fi
testiculo hidrolizou ATP ¢ GTP indistintamente (Tabela 02).
A atividade GTP/ATPase da fracdo PC testiculo apresenta algumas

Propriedades distintas de outras ATPases conhecidas.
A dineina axonemal hidrolisa especificamente 0 ATP, é muito sensivel

a0 NaVOj (2 pM) e sua ativ
X-100 0.2% (Shpetner et al, 1988). Ao contrario desta dineina, a fragdo

is()lada de testiculo apresentou hidr(')lise mais intensa de GTP (Figura 13), nio
NavO; (250 uM) e sua atividade

de Triton X-100 0.2% (Tabela 04).

gura 14). Em baixas concentragbes a fragdo de

idade ATPase € estimulada na presenga de Triton

apresentou inibigdo na presensd de

MgATPase nio foi estimulada na presenga

A dineina Citoplasméﬁca hidrolisa preferencialmente o GTP ao ATP, mas
também & muito sensivel 20 NavO; (5-10 uM) (Shpetner et al, 1988). A
ulo (HMW-2) ¢ mais resistente a0 NaVO; do

dinefna citoplasmatica de testic
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que as outras dineinas, foram requeridos 50 uM para a inibigdo semi-méxima
(Neely & Bockelheide, 1988). Este valor ainda é muito baixo, quando
comparado com a fragdo PC testiculo, que ndo foi inibida por NaVO; 250 uM
(Tabela 04). A fragdo PC testiculo apresenta varios polipeptideos cuja
mobilidade relativa é similar ao das cadeias intermedidrias e leves da HMW-2
(100, 62, 48, 42 ¢ 40 kDa), mas ndo foi observado polipeptideo 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

nucleotideos trifosfatos foram hidrolisados pela cinesin
i inferior ao ATP (Kuznetsov

a, mas ao contrario da

fragdo PC testiculo a taxa de hidrolise de GTP fo

& Gelfand, 1986).

A dinamina é uma GTPase de 10
os. Semelhante a dinamina, a fracdo

0 kDa que hidrolisa 0 GTP mais

intensamente do que 08 OULrOS nucleotide
isolada aqui foi inibida por AlFs (NaF 2.4 mM/ AlCl; 0.1 mM), mas ndo por

azida 1 mM e apenas levemente por NaVO; 1mM (Tabela 04). No gel,
observa-se que a fragdo PC testiculo possui um polipeptideo cuja mobilidade

100 kDa (Figura 08).

relativa ¢ similar a da dinamina,
se por sua alta atividade

As miosinas de modo geral, caracterizam

ATPase em meio de reagdo desprovido de cations divalentes e contendo alta
EDTA)ATPase (Pollard, 1982). Sabe-se, também, que
miosina V de vertebrados, ndo apresenta atividade

(K-EDTA)ATPase consideravel (Espindola et al 1992). Semelhante a miosina
miosinas ainda ndo caracterizadas bioquimicamente

concentragio de K+ (K-

algumas miosinas como 2

V de vertebrados, outras .
podem também ndo possuir atividade (K-EDTA)ATPase. Assim, 2 falta de
. A
atividade (K-EDTA)ATPas ilidade da ATPase
aqui isolada ser uma miosind (Tabela 03).

e ndo elimina totalmente a possib
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A Fi-ATPase mitocondrial difere da atividade ATPase da fragdo PC
testiculo com relagio a sensibilidade a azida e a estabilidade em baixa
temperatura. Enquanto a F1-ATPase mitocondrial possui uma meia vida de 5
minutos a 4 9C e é quase totalmente inibida por azida 1 mM (Murphy et al,
1983), a fraciio PC testiculo ¢ estével em baixa temperatura e ndo ¢ inibida por
azida 1 mM (Tabela 03).

Como a fragdo apresentou significativa atividade GTPase, (Figura 13)

tentamos purifica-la utilizando uma coluna de GTP-agarose. Observamos que
0s polipeptideos: 160, 100, 74 e 48 kDa (Figura 16) juntamente com a

atividade MgATPase (Figura 17) apareceram 110 "flow through" da coluna. No
eluato observa-se apenas dois polipeptideos: 32 e 16 kDa (Figura 16), estes

podem corresponder 4 familia das pequenas proteinas G, uma extensa familia
vidas na transducdo de sinal nas células. Os

de pequenas GTPases envol
sentaram atividade GTPase, isto talvez

polipeptideos: 32/ 16 kDa ndo apre
possa ser devido a sensibilidade do método

As proteinas ligantes de GTP funci
entre uma conformagao inativa ligada ao GDP e uma

utilizado na dosagem.
onam como "interruptores"

moleculares peri6dicos,
ativa ligada ao GTP. De modo geral, essas protefnas sdo ativadas pelo

nativadas através de uma atividade GTPase

nucleotideo guanosina € |
Jasses de proteinas ligantes de GTP podem

Intrinseca, portanto as diferentes ¢

conduzir diversas ﬁmgﬁes regulatérias. A heterOtrimérica protel'na G, por

sinalizam moléculas intracelulares

exemplo, ligada a receptores transmembrana
folipase C e um segundo

classicas tais como: adenilato ciclase ou fos
sta via de transdugdo de sinal podem afetar o

mensageiro derivado de
o Bourne et al, 1990). Nos (iltimos anos, foram

Citoesqueleto da célula (revisd
descobertas pequenas proteinas G citoplasmaticas, cujas fungdes incluem:
Organizagdo do citoesqueleto de actin

células eucaridticas (revisdo Hall 1994).
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A fragdo PC testiculo apresenta algumas caracteristicas semelhantes a

dinamina (atividade GTPase, inibicdo por AlF; e polipeptideo de 100 kDa)

C ~ ~
ontudo, observa-se que Na fragdo estao presentes também uma banda

polipeptidica de 160 kDa entre outra
zagdo parcial de uma Mg/Ca
antam a possibilidade de estudo de proteinas

s. Os resultados aqui apresentados

mostram i i i
a caracteri nucleotidase trifosfatasica de

testiculo de coelho e lev

relaci : p1 a
lacionadas as vias de mecanotransdugdo € transdugdo de sinal. Mais

investicacies s3 ari i
vestigagdes sdo necessarias para chegarmos a malores conclusdes sobre a

o. Um caminho & €T seguid
presenca de actina € microtabulos. Outros

fracdo i , . .
a¢do isolada de testicul o sera verificar a resposta

da atividade da fragdo PC na

caminhos poderdo ser: separagdo
dade Nucleotidase de ca

gse de motor molecular.

das diferentes bandas polipeptidicas

juntamente com a ativi da preparagdo ¢ 2 utilizacdo de

anticorpos especificos para cla
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6. SUMARIO.
PESUILO



Neste trabalho foi isolado € caracterizado parcialmente uma fragdo de

testiculo de coelho em fosfocelulose enriquecida em atividade ATP/GTPase

Os testiculos foram homogeneizados em tampéo I (Imidazol-Cl 50 mM, EDTA

10 mM, EGTA 10 mM, DTT 1.0 M, PMSF 0.3 mM e benzamidina 1 mM)
pH 8.5 ¢ centrifugado a 15.000g x 40 min. O sobrenadante foi aplicado em

coluna de DEAE-Sepharose. Proteinas reti
Imidazol-C1 50 mM, pH 6.5 € 0 eluato foi aplicado em coluna de fosfocelulose.

idade ATPase foi obti
de nio foi retida por uma coluna de

das foram eluidas com tampao

A fragio enriquecida em ativ da eluindo-se a coluna com

tampéo Imidazol-Cl, pH 8.0. Esta ativida
GTP-agarose. '
A fracdo isolada d

1) Em altas concentragdes (mM) de substr

e testiculo de coelho possui as seguintes propriedades:

ato, a atividade GTPase é maior do

as concentragoes oS dois nucleotideos &0 hidrolisados

as as atividades ocorrem t

como de Ca*+ . Nos dois casos, 4 atividade Ca/Nucleotidase foi maior do que a

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

obtida a partir de cérebro de rato (Coelho, 1988), a atividade MgATPase nao
apresentou estimulagdo POt Ca++/CaM. 4) A atividade ATPase é estavel em

(4 °C/7 dias), mas € total
ossui atividade (K-

que a ATPase. Em baix
indistintamente. 2) Amb

anto na presenca de Mg

mente perdida quando aquecida (75
EDTA)ATPase 6) A

a altas concentragdes de sal (NaCl ou
250 pM. Contudo, foi

baixa temperatura
0C/ 5') ou congelada (20 9C). 5) Néo p

atividade MgATPase ndo foi s‘ensivel
KC10.3 M), Triton X-100 027 Jzida 1 mM ouNavOs
inlblda cerca de 80% por A1F3 (NaF 2.4 IT).M/ A1C13 0.1 mM) € 35% na

1 mM ou NaF 5 mM.

polipepti
Juna de GTP-agarose j
30 PC. No eluato

presenca de NaVO;

No gel, observow

apareceram no "flow through" da €0
se que foi semelhante 2 atividade da frag

atividade MgATPa
tideos: 32 € 16 kDa, que ndo apresentaram

detectou-se somente dois polipep
67

deos: 160, 100, 74 ¢ 48 kDa

se que 0S
untamente com a




atividade MgGTPase. Estes dois polipeptideos podem corresponder as

pequenas proteinas G citoplasmaticas, que participam na organizagdo do

citoesqueleto e controle do transporte vesicular.

Os resultados aqui apresentados mostram a caracteriza¢do parcial de

uma Mg/Ca nucleotidase trifosfatasica de tes
possibilidade de estudo de proteinas relacionadas as vias de mecanotransdugéo

ticulo de mamiferos e levanta a

e transdugdo 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)
Diﬂ‘erenttly from the corresponding fraction isolated from rat brain (Coelho,

1988), Mg++ATPase activity presented no stimulation by Ca**-CaM. 4)
10 9C by one week, but

ATPase activity is well preserved when stored at 4 to
5) (K+-EDTA)ATPase

Not at 75 0C by 5 minutes or in a freezer at -20 9C.
activity was not detected. 6) Mgr*ATPase activity was not sensitive to high

salt concentrations (03 M KCl or NaCl), 0.2 % Triton X-100, 1.0 mM azide
inhibited by AlF; (2.4 mM Nak/ 0.1

Or 250 uM NaVO;. However, it was 80%
MM AICl,) and 35 % in presence of the 1 mM NaVOj; or 5 mM NaF.

Some polypeptides not hound to GTP-agarose column were analyzed in
SDS-PAGE and caracterized as 160, 100, 74 ¢ 48 kDa bands. The column
retained just two polypeptides, with 32 and 16 kDa, that didn't exhibited
Mg+GTPase activity. This two polypeptides can correspond .to the smail GTP-
binding proteins that participate in the cytoskeleton organization and control of

the 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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