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I-INTRODUCAO

LLI-CITOESQUELETO

As células eucaridticas possuem em seu interior uma complexa
rede tridimensional denominada citoesqueleto. O citoesqueleto coordena
muitas estruturas na célula desempenhando muitos tipos de transporte e
motilidade celular (Fulton & L’Ecuyer, 1993). Dentre estes processos
podemos citar seu importante papel na manuten¢do da morfologia celular,
divisdo, migragdo, adesdo, interagdo célula-célula e possivelmente a
transferéncia de informagido desde a membrana plasmatica até o nicleo,
afetando assim a expressdo génica (Niggli & Burger, 1987).

A mais fina das fibras sdo os microfilamentos que possuem um
didametro de 7 nandmetros e sdo constituidos de subunidades da proteina
actina em homopolimeros lineares (para revisdo ver Carraway & Carraway,
1989). A G-actina é uma proteina globular de peso molecular 45 kDa, a qual
polimeriza em filamentos formando F-actina (figura 1), para realizar muitas
de suas fungdes biologicas (para revisdo ver Hennessey et al, 1993). Cada
molécula de actina ¢ uma proteina de cadeia simples contendo cerca de 375
residuos de aminoacidos, cuja sequéncia e propriedades bioquimicas sdo
altamente conservadas evolutivamente, estando presente em todas as células

eucaridticas (para revisdo ver Kabsch & Vandekerckhove, 1992). A actina



purificada, mantida em condi¢des de baixa for¢a i6nica, € um mondmero que
por adi¢do de sal ¢ ATP, polimeriza espontanecamente formando F-actina.
Este processo € reversivel e ¢ base de muitos procedimentos de purificagdo
(para revisdo ver Kabsch & Vandekerckhove, 1992). A polimerizagdo da
actina ¢ um processo dindmico regulado pela hidrolise de um nucleotideo
(no caso, o ATP) ligado firmemente ao mondmero (para revisio ver Kabsch
& Vandekerckhove, 1992; Mullins et al, 1996). Nas células,
aproximadamente a metade da actina ¢ mantida sob a forma monomérica
(Kom, 1982) através da sua ligagdo com proteinas tais como a profilina
(para revisdo ver Way & Weeds, 1990; Hennessey et al, 1993). A
polimerizagdo pode ser regulada por sinais externos que se ligam a
receptores na superficie celular (Lassing & Lindberg, 1985). As diversas
formas poliméricas da actina estdo em equilibrio dindmico entre elas e com a
G-actina monomérica. Logo abaixo das membranas celulares existem formas
de actina que ndo estdo definidas nem como microfilamentos nem como G-
actina. Sdo filamentos curtos de actina (protofilamentos) que por exemplo
unem tetrameros de espectrina. O estado da actina na célula e a organizagdo
dos microfilamentos depende de um grupo diverso de proteinas ligantes de
actina (para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989).

Os microtibulos sdo filamentos tubulares de cerca de 24
nandmetros de didmetro constituidos de heterodimeros de tubulina o ¢ 3
(figura 2). Cada dimero ¢ um complexo de aproximadamente 100 kDa (para
revisdo ver Cassimeris et al, 1987). Os microtibulos sdo encontrados em
cilios e flagelos em estruturas altamente organizadas nas quais nove pares de

microtibulos externos estdo dispostos ao redor de dois microtiibulos
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centrais (para revisdo ver Wallin & Stromberg, 1995). Esta organizagdo, a
qual é mantida por diversas proteinas associadas, esta envolvida na geragdo
de movimentos de flexdo dos cilios e flagelos usando a energia proveniente
da hidrélise do ATP pela dineina, uma ATPase associada a microtibulos
(para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989). Os microtibulos sdo
também encontrados no citoplasma das células, irradiando do centro da
célula durante a intérfase (Brenner & Brinkley, 1981). Durante a mitose
estes microtibulos sdo despolimerizados e microtibulos do fuso mitético
sdo formados (Connolly & Kalnins, 1980). A polimerizagdo ou
despolimerizag¢do dos microtubulos durante a mitose ou formagdo dos cilios,
envolve o crescimento de microtibulos dos centros de organizagdo de
microtiibulos, nas regides dos centriolos ou corpos basais, respectivamente
(figura 3). Polimerizagdo e estabilizagdo parecem ser estimuladas por duas
classes de proteinas associadas a microtiibulos (Connolly & Kalnins, 1980):
MAPs, que sio polipeptideos grandes, > 250 kda, e proteinas tau, 60-70 kda
(para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989). MAPs estdo envolvidas na
associagdo dos microtiibulos com microfilamentos (Sattilaro et al, 1981,
Griffith & Pollard, 1982) e dos microtibulos com neurofilamentos
(Leterrier, 1982). Tanto os microtiibulos quanto os microfilamentos sdo
polares, ou seja, as duas extremidades do polimero sdo diferentes. H4 uma
extremidade de crescimento rapido, denominada de extremidade positiva (+)
para microtiubulos e microfilamentos e a extremidade de crescimento lento é
a extremidade negativa (-) (Mitchison, 1992). Esta diferenga ¢ usada pela
c€lula para promover a organizagfio espacial. Em uma célula tipica, como o
fibroblasto, os microtabulos estdo dispostos com as extremidades positivas
na periferia da célula (Heidemann et al, 1981) (figura 4). A polaridade
também controla a dire¢do de movimento das proteinas motoras (Mitchison,
1992) como, por exemplo, a dineina que ¢ responsdvel pelo transporte

centripeto (Paschal & Vallee, 1987; Lin & Collins, 1992), enquanto a



cinesina realiza movimento centrifugo (Vale et al, 1985) (figura 4). A
maioria dos microtubulos nos axonios possui a mesma orientagdo que nos
cilios ¢ flagelos, com as extremidades (+) proximas a terminagdo do axdnio
(sinapse) e as extremidades (-) proximas ao corpo celular (Heidemann et al,
1981; Burton & Paige, 1981). O transporte de organelas nos axdnios ocorre
em dois sentidos, anterégrado (para longe do corpo celular) e retrogrado
(para perto do corpo celular), correspondendo ao movimento para as
extremidades (+) e () dos microtiibulos nos axdnios, respectivamente (para
revisdo ver Vallee & Shpetner, 1990). Com relagdo aos centrossomos, as
extremidades (+) sdo distais e as (-) sdo proximais (Salmon & Wadsworth,
1986; McIntosh, 1984) (figura 4).

Os filamentos intermediarios sdo estruturas fibrilares de
aproximadamente 10 nm e suas proteinas constituintes variam de acordo

com o tipo celular (para revisdo ver Carraway & Carraway, 1985).

1.2-FODRINA

O citoesqueleto celular esta envolvido em processos fundamentais
como divisdo celular, migragdo celular, mudanga de forma, adesdo celular,
interagio célula-célula e possivelmente também na transferéncia de
informagio da membrana plasmatica para o nucleo, assim afetando a
expressdo génica (para revisdo ver Niggli & Burger, 1987). Para exercer
estas funcdes, os filamentos precisam estar ancorados a membrana
plasmética. Investigagdes do mecanismo de interagdio membrana-
citoesqueleto foram realizadas inicialmente em eritrocitos, que constituem
um excelente modelo experimental de estudo. Vérias proteinas do
citoesqueleto, que antes acreditava-se serem tnicas dos eritrocitos, foram
encontradas largamente distribuidas em diferentes tipos celulares (para

revisdo ver Niggli & Burger, 1987).
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Espectrina, o maior componente da membrana esquelética do
eritrocito, € um heterodimero composto de duas cadeias polipeptidicas: 240
(o) € 220 (B) kDa (Shotton et al, 1979). As duas cadeias sdo homdlogas,
com aproximadamente 35% de identidade, consistindo em unidades
repetidoras com 106 aminoacidos (Speicher, 1986; Speicher & Marchesi,
1984) (figura 5). As subunidades o e P associam-se para formar
heterodimeros por interagdes nas extremidades das subunidades e por
contatos em multiplos sitios ao longo de seus comprimentos (Morrow et al,
1980; Shotton et al, 1979; Tyler et al, 1979) (figura 5). No heterodimero as
duas subunidades estdo alinhadas lado a lado, em uma orientagdo
antiparalela, para constituir uma molécula flexivel com 100 nm de
comprimento (Shotton et al, 1979). As extremidades onde dois dimeros
associam-se para formar um tetrdmero (200 nm de comprimento) sdo
denominadas cabegas (Shotton et al, 1979). A consequéncia do arranjo
cabega-cabeca das subunidades é que a espectrina nfio forma filamentos
prolongados como ocorre em uma organizagfio cabega-cauda (figura 6). As
subunidades estdo arranjadas com a extremidade N-terminal de cada
subunidade o associada com a extremidade C-terminal de cada subunidade
B no heterodimero adjacente (Harris & Lux, 1980; Speicher et al, 1983II;
Speicher et al, 1983;. Speicher et al, 1982). O tetrAmero de espectrina liga-
se a superficie da membrana plasmatica por uma interagdo de alta afinidade
com fosfoproteinas denominadas anquirinas (Bennett & Stenbuck, 1979a)
(figura 6). A anquirina liga-se a subunidade p da espectrina (Calvert et al,
1980), aproximadamente 200 A do sitio de jungdo dos heterodimeros (Tyler
et al, 1979). A despeito da disponibilidade de dois sitios ligantes de
anquirina por tetrdimero de espectrina, a estequiometria na superficie da
membrana é de uma molécula de anquirina ligada por tetrAmero de
espectrina (Goodman & Weidner, 1980). A anquirina €, por sua vez, ligada

a membrana através do dominio citoplasmatico da proteina transmembrana

RN W R Y

Yrbevicommn ol Co

[t 17

£ ITTII
P38 04 £ 000



banda 3 (Bennett & Stenbuck, 1979b) (figura 6). A proteina banda 3 atua
como um transportador de &nion, o qual possibilita ao CO, cruzar a
membrana dos eritrécitos em processo de troca com o CI" (Jay & Cantley,
1986; Jennings, 1985). Devido ao fato dos tetrAmeros de espectrina serem
formados pela associagio cabega-cabega dos heterodimeros, outras
proteinas ligantes sdo requeridas para formar a rede bidimensional da
membrana esquelética (figura 6). Protofilamentos consistindo de 20
monoémeros de actina (Shen et al, 1984) e a proteina 4.1 (fosfoproteina
periférica da membrana de eritrocitos) ligam-se as extremidades terminais
do tetrdmero de espectrina (Tyler et al, 1979), unindo moléculas de
espectrina adjacentes em uma rede bidimensonal (para revisdo ver Goodman
& Shiffer, 1983 e Goodman et al, 1984) (figura 6). Sendo assim, os
tetrAmeros de espectrina associam-se com oligdmeros de actina via proteina
4.1. Esta rede é ligada & membrana principalmente pela anquirina e proteina
4.1. A proteina 4.1 liga-se tanto ao dominio citoplasmatico da banda 3
quanto da glicoforina, outra proteina transmembrana (para revisdo ver
Goodman & Zagon, 1986; Bennett, 1990).

A fodrina compreende 2-3% da proteina total em homogeneizado
de cérebro e suas subunidades o e B tem 240 e 235 kDa respectivamente
(para revisjo ver Goodman & Zagon, 1986). Ha um sitio ligante de
calmodulina na subunidade o (para revisdo ver Bennett, 1990). Em células
neuronais, fodrina move ao longo do axdnio com velocidade similar a actina,
miosina e proteinas baseadas em microtibulos (Levine & Willard, 1981).
Estudos in vitro demonstraram que a fodrina pode afetar certos processos
incluindo polimerizagdo de G-actina, ligagdo cruzada de F-actina (Glenney
et al, 1982) e a modulagdo da atividade Mg**-ATPasica da actomiosina de
musculo (Wang et al, 1987). Wang et al (1987) demonstraram que fodrina é
capaz de estimular a atividade Mg?*-ATPasica de actomiosina de musculo

liso de uma maneira dependente de calcio e calmodulina. Esta estimulagio
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depende de outras condigdes especificas incluindo uma concentragéo critica
de fodrina, pré-incubacio da actina e miosina a 30°C, miosina fosforilada e
a presenga de tropomiosina. Estas observagdes sugerem um papel da fodrina
na regulagdo da contragdo do musculo liso, além de demonstrar o efeito de

calcio e calmodulina na fungdo da fodrina (Wang et al, 1987).

1.3-MOTORES MOLECULARES

Muitos movimentos em células eucarioticas dependem da agdo
dos motores moleculares baseados no citoesqueleto. Esses motores sdo
enzimas que acoplam a hidrolise de ATP ou outro nucleotideo trifosfato para
geragdo de for¢a e movimento relativo aos filamentos do citoesqueleto,
ambos actina ou microtibulos (Scholey, 1990). Os motores moleculares sdo
classificados em trés familias de proteinas: As miosinas utilizam filamentos
de actina como trilhos para movimento, enquanto as cinesinas ¢ dineinas
movem sobre trilhos de microtibulos (para revisdo ver Endow & Titus,

1992).

1.3.1-MIOSINA

As miosinas, sob intera¢gdo com filamentos de actina, convertem a
energia liberada pela hidrolise do ATP em trabalho, participando em
atividades bem diversas como contra¢gdo muscular, movimento celular,
citocinese e transporte de organela (para revisdo ver Warrick & Spudick,
1987). Existe uma grande superfamilia de genes de miosina amplamente
expressa. Em adigdo a ja bem caracterizada miosina 1l convencional de duas
cabegas (dominio motor ou por¢do globular N-terminal da cadeia pesada
responsavel pela atividade ATPasica e motora) ¢ com capacidade de formar
filamentos em musculo e células ndo musculares, foram identificadas ao

menos dez classes de miosinas. Em vertebrados no minimo sete das dez
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classes sdo expressas e muitas miosinas podem ser expressas em um {nico
tipo de célula (para revisdo ver Mooseker & Cheney, 1995).

A miosina classica de musculo foi denominada miosina II por
apresentar duas cadeias polipeptidicas, que possuem duas cabegas na
extremidade N-terminal. A dimerizagdo ocorre pelo enrolamento de duas
cadeias em a-hélices (a-hélice super espiralada) formando uma estrutura
torcida na regido C-terminal, coordenada pela associagdo dos aminodcidos
hidrofobicos distribuidos regularmente ao longo da cadeia. A estrutura
torcida forma, em solugdo, um bastdo estendido e, por isso, esta parte da
molécula ¢ denominada dominio em bastdo ou cauda. A cauda destas
miosinas ¢ capaz de formar filamentos (figura 7). As miosinas Il estdo
presentes em células musculares e ndo musculares (para revisdo ver Korn &
Hammer, 1988; Warrick & Spudick, 1987).

A primeira miosina encontrada em Acanthamoeba castellanii foi
denominada miosina 1. Esta miosina possui uma tnica cadeia pesada e ndo ¢
capaz de formar filamentos por falta da cauda em a-hélice super espiralada,
presente nas miosinas da classe II (Pollard & Korn, 1973) (figura 8).
Miosinas com a mesma caracteristica da enzima de Acanthamoeba foram
identificadas na borda em escova das células epiteliais do intestino de
vertebrados (Collins & Borysenko, 1984) e em Dictyostelium (Titus et al,
1989). Por extrapolagdo, todas as miosinas que ndo possuiam uma cauda em
a-hélice super espiralada capaz de formar filamentos eram consideradas
membros da classe I de miosinas (para revisdo ver Korn & Hammer, 1988;
Pollard et al, 1991). Assim, as miosinas foram divididas em duas categorias:
Convencionais ou miosinas II, que inclui todas as miosinas de duas cabegas
e uma cauda em a-hélice super espiralada capaz de formar filamentos e nio

convencionais ou miosinas | para as miosinas que nio sao capazes de formar

filamentos (Cheney & Mooseker, 1992).
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Através da andlise de mutagdes, outras miosinas foram
descobertas como, o gene Nina C de Drosophila (Montell & Rubin, 1988),
o gene Dilute de camundongo (Mercer et al, 1991) e o gene MYO?2 de
levedura (Johnston et al, 1991). A estrutura primaria deduzida do gene Nina
C revelou que esta miosina possui um dominio cinase de 30 kDa (nariz) na
extremidade N-terminal (Montell & Rubin, 1988). Estudos bioquimicos
também levaram a identificagdo de uma miosina ligante de calmodulina em
cérebro de vertebrados denominada inicialmente de p190 (Larson et al,1986;
Larson et al, 1988; Larson et al, 1990; Espindola et al, 1992 ¢ Espreafico et
al, 1992). Devido a diversidade destas miosinas, a classificagdo em apenas
dois grupos (miosinas I e II) ndio era adequada. Uma comparagdo detalhada
da sequéncia de aminoacidos dos dominios cabegas nas miosinas levou a
conclusdo de que essas proteinas deveriam ser agrupadas em varias classes
distintas (Espreafico et al, 1992; Goodson & Spudich, 1993; para revisdo
ver Mooseker, 1993). Para esta classificagdo foi proposta uma ordem
cronologica das descobertas de novas classes de miosinas (Cheney et al,
1993). Em geral, miosinas de uma determinada classe ou subclasse mostram
dominios cauda estruturalmente similares sugerindo que cada classe estéa
associada com um conjunto especifico de fungdes conservadas (para revisao
ver Mooseker & Cheney, 1995).

Todas as miosinas conhecidas mostram um dominio cabeg¢a
estruturalmente conservado onde estdo os sitios de ligagdo a actina ¢ ATP,
um dominio pescogo (ou regulatorio) onde ligam-se as cadeias leves € um
dominio cauda especifico de cada classe (para revisdo ver Mooseker &
Cheney, 1995). O dominio “pescogo” consiste de um numero variavel de
repetigdes em série de uma sequéncia de aproximadamente 23 residuos de
aminoacidos basicos e hidrofobicos, cujos residuos na maioria conservados
estdo de acordo com o consenso 1QxxxRGxxxRK (Mercer et al, 1991;

Cheney & Mooseker, 1992). Em algumas miosinas, tais como a miosina [ da
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borda em escova do intestino de vertebrados e a miosina V de cérebro de
galinha, os motivos IQ constituem potenciais sitios de ligagdo para a
calmodulina (Espreafico et al, 1992; Mooseker et al, 1991). Uma
caracteristica do dominio cauda de miosinas de diferentes classes € a
presenga de regides que formam segmentos de oa—hélice enrolados em
espiral, o que sugere que estas miosinas formam dimeros. Outra propriedade
atribuida aos dominios cauda de diversas miosinas ndo convencionais ¢ a
habilidade de interagir com membranas diretamente por ligagdo a
fosfolipideos ou hipotéticamente via receptores protéicos, mais
surpreendentemente outras miosinas possuem dominios (SH3, cinase, PH e
ativadores de GTPase) usualmente associados com transdugdo de sinal (para
revisdo ver Mooseker & Cheney, 1995).

As miosinas geralmente expressam alta atividade K'-EDTA
ATPase (atividade na presenga de alta concentragdo de KCI e sem cations
divalentes), alta atividade Ca**-ATPase e baixa atividade Mg2+-ATPase
(Pollard, 1982; Nascimento et al, 1996). Quando a miosina interage com
filamentos de actina ocorre estimulagio de sua atividade Mg”*-ATPase
(Pollard, 1982). A interagdo de miosina e actina de células ndo musculares
produz uma for¢ca de deslizamento semelhante a do musculo, embora a
quantidade e a organizagdo da miosina nessas células seja bem inferior a das

células musculares (Johnson, 1985; Korn & Hammer, 1988).

1.3.2-DINEINA

As dineinas foram primeiro descritas como estruturas
semelhantes a bragos laterais presentes em pares de microtibulos externos
de axonemas de cilios e flagelos (Gibbons, 1965). Esses bragos sdo
ATPases responsaveis pela geragdo de movimentos de deslizamento entre
microtiibulos e causam o batimento de cilios e flagelos. Os nove pares

externos de microtbulos, que carregam os bragos de dineina, estdo fixos em



15

um anel por ligagdes entre os pares chamadas ligagdes de nexina. Em muitos
casos, este anel rodeia um nicleo central de 2 microtiibulos isolados
formando a estrutura caracteristica 9 + 2 de um axonema (figura 9). Essas
estruturas forcam e coordenam o deslizamento de microtiibulos induzido
pela dineina axonemal para gerar a ondulagdo flagelar (Gibbons, 1981).

As dineinas de modo geral possuem entre 1000 e 2000 kDa (para
revisdo ver Vallee, 1993). Estudos ultraestruturais mostram que cada
molécula de dineina possui duas ou trés cadeias pesadas onde encontram-se
as cabecas globulares contendo os sitios para hidrélise de ATP e ligagdo de
microtibulos (para revisdo ver Schroer, 1994). As cabegas sio ligadas por
hastes a um dominio basal, o qual é tdo largo quanto as cabegas mas bem
menos definido estruturalmente. Em adigdo, as dineinas contem um numero
altamente varidvel de cadeias intermedidrias e leves (para revisdo ver
Vallee, 1993). A cadeia pesada de varias dineinas contém muiltiplos sitios
ligantes de nucleotideos (envolvidos na ligagio de y-fosfato e hidrolise em
ATPases e GTPases), que foram denominados P-loops (Walker et al, 1982;
Saraste et al, 1990). Na cadeia pesada (B) de dineina flagelar de ourigo-do-
mar foram observados 5 P-loops (Gibbons et al, 1991; Ogawa, 1991). Um
P-loop, encontrado perto da extremidade N-terminal, ndo foi encontrado em
outras formas de cadeia pesada de dineina. Os outros 4 P-loops estdo
espagados em intervalos de aproximadamente 35 a 40 kDa na regido central
do polipeptideo (para revisdo ver Holzbaur & Vallee, 1994). A primeira
sequéncia entre os quatro elementos P-loop ¢ muita conservada entre as
formas de dineina analizadas até o momento e pode ser o principal sitio da
hidrélise de ATP (Gibbons et al, 1991).

A forma citoplasmatica da dineina foi isolada de tecido cérebral
como o motor molecular responsavel pelo transporte axonal retrégrado de

organelas, assim como o transporte centripeto de endossomos, lisossomos e
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elementos do complexo de Golgi (figura 10) nas células em geral (Paschal &
Vallee, 1987; para revisio ver Holibaur & Vallee, 1994).

A dineina citoplasmatica de cérebro bovino é composta de 2
cadelas pesadas de 532 kDa, 3 cadeias intermediarias de 74 kDa e 4
cadeias leves de 59, 57, 55 e 53 kDa (para revisdo ver Holzbaur & Vallee,
1994) (figura 11).

A atividade ATPasica de dineina citoplasmatica de cérebro ¢é
estimulada por microtiibulos (Paschal et al, 1987). Microtubulos agem como
ativadores especificos e saturaveis da atividade Mg**-ATP4sica da dineina.
A ativagdo ¢ fortemente afetada por forga idnica e pela presenga de agentes
redutores durante a purificagdo. A estimulagdo da atividade ATP4sica por
microtibulos diminui com o aumento da for¢a i6nica sendo abolida por
concentragdes de KCl acima de 200 mM, provavelmente por um decréscimo
na afinidade da dineina por microtiibulos (Shpetner et al, 1988). A atividade
ATPasica da dineina de cérebro requer cations divalentes sendo mais alta na
presenga de magnésio do que de cdlcio (Pratt et al, 1984; Shpetner et al,
1988). A dineina de cérebro difere de outras formas de dineina na
especificidade de nucleotideos. Ela hidroliza GTP, CTP e TTP em taxas
maiores que ATP. Entretanto, hidrolise destes nucleotideos ndo foi
estimulada por microtubulos (Shpetner et al, 1988) ¢ diferente do ATP ndo
gerou movimento (Paschal & Vallee, 1987; Shpetner et al, 1988). A
atividade Mg?*-ATP4sica estimulada por microtabulos e a translocagio de
microtibulos “in vitro” pela dineina citoplasmética sdo inibidas por EHNA,

NEM e vanadato, mas ndo por oligomicina, azida ou ouabaina (Paschal &

Vallee, 1987).
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1.3.3-CINESINA

A primeira cinesina foi descoberta em axoplasma de lula por Vale
et al (1985). O principal passo na purificagdo envolve a cosedimentagdo da
proteina com microtubulos na preseng¢a de um analogo do ATP, AMP-PNP
(Vale et al, 1985). Esta proteina purificada iicialmente de axoplasma de
lula (Vale et al, 1985), de cérebro de vertebrados (Vale et al, 1985,
Kuznetsov & Gelfand, 1986; Amos, 1987) e de ovos de ourigo-do-mar
(Scholey et al, 1985), promove o movimento dos microtiibulos em superficie
de vidro e de particulas ao longo de microtibulos.

A cinesina converte a energia liberada da hidrolise do ATP em
movimento unidirecional ao longo de microtabulos (Goldstein, 1991), sendo
responsavel pelo movimento centrifugo (Vale et al, 1985) e pelo transporte
axonal anterégrado (Endow & Titus, 1992) (figuras 4 ¢ 11).

A cinesina isolada de varios tecidos é geralmente um tetrdmero
(02B2) que consiste de duas cadeias o pesadas e duas cadeias 8 leves. As
cadeias pesadas possuem entre 110-134 kDa, enquanto as cadeias leves
possuem entre 60-80 kDa e estfo localizadas na extremidade C-terminal de
cada cadeia pesada. A cadeia pesada da cinesina consiste de trés dominios
principais: 1)-A cabega que ¢ um dominio globular visivel por microscopia
eletrOnica situado na extremidade N-terminal de cada cadeia pesada (Amos,
1987; Hirokawa et al, 1989; Scholey et al, 1989). Cada cabega € composta
de aproximadamente 450 amino4cidos e contém os sitios para a ligagdo de
microtibulos e a hidrolise de ATP (Yang et al, 1989). 2)-Ligada a cabega
globular estd a longa cauda, 50-60 nm (Amos, 1987; Hirokawa et al, 1989;
Scholey et al, 1989), a qual consiste de uma "haste” e uma "regido terminal”.
A cauda é uma o-hélice super espiralada com base na predigdo de sua
sequéncia de aminoacidos, espectroscopia de dicroismo circular (CD),
microscopia eletronica e experimentos de ligagdo quimica cruzada (para

revisdo ver Goldstein, 1991). 3)-A extremidade C-terminal da cadeia pesada
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dobra-se formando uma segunda regido globular onde estdo os sitios de
ligagdo das cadeias leves e da carga transportada pela proteina (para revisio
ver Cole & Scholey, 1995) (figura 12). As cinesinas mostram sequéncias da
cauda distintas umas das outras (figura 12). Aparentemente cada uma destas
tem um papel fisiologico diferente se ligando a diversos constituintes. As
diferentes caudas podem funcionar para a ligagdo de diferentes cargas a
serem transportadas (para revisdo ver Goldstein, 1991).

Um grande nimero de cinesinas foram identificadas pela analise
genética de mutantes (Enos & Morris, 1990; Otsuka et al, 1991; para
revisdo ver Goldstein, 1991) (figura 12). Estas proteinas tem uma regido de
aproximadamente 340 aminoécidos que é 35-45% idéntica a regifio cabega
da cinesina de axoplasma de lula (Enos & Morris, 1990; para revisdo ver
Goldstein, 1991). Geralmente esta regido ¢ encontrada nas extremidades N-
terminal de cinesinas identificadas em diversos organismos tais como: 1)- O
produto do gene BimC (bloqueado em mitose C) de Aspergillus nidulans foi
determinado pela andlise do DNA de um mutante mitotico sensivel a
temperatura que € incapaz de completar a divisdo nuclear (Enos & Morris,
1990). 2)- A identificagiio do gene Cur7 de Schizosaccharomyces pombe foi
feita pela analise do mutante cut7-446 que mostrou uma formagfo anormal
do fuso em temperatura restritiva (Hagan & Yamagida, 1990). 3)- Eg5 foi a
primeira cinesina relatada em vertebrados. Foi identificada como um RNA
que ¢ adenilado e desadenilado durante o desenvolvimento de Xenopus (Le
Guellec et al, 1991). 4)- Mutantes Unc-104 de C. elegans (Otsuka et al,
1991) mostram uma acumulagdo de numerosas vesiculas no corpo celular
neuronal (Hall & Hedgecock, 1991).

Certas cinesinas como Kar3 e Ncd possuem a regido motora na
extremidade C-terminal (figura 12). Mutantes do gene Kar3 (Karyogamy-
defective) de Saccharomyces cerevisiae exibem eficiéncia reduzida da fuséo

nuclear durante a conjugacio (Meluh & Rose, 1990). Estudos do mutante
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Ncd (non claret disjunctional) de Drosophila melanogaster mostram
alteragdes na cor dos olhos e na distribui¢do de cromossomos durante a
meiose (Endow et al, 1990). Assim como os mutantes Ncd, Nod (no
distributive disjunction) causa a ndo separagiio ¢ a perda dos cromossomos
na meiose (Zhang et al, 1990).

A cinesina purificada de cérebro bovino ¢ uma molécula
tetramérica do tipo B, com duas subunidades o de 120 kDa e duas
subunidades B de 62 kDa (Kuznetsov et al, 1988). Na auséncia de
microtubulos, a cinesina apresenta atividade Ca**-ATPase maior do que
Mg**-ATPase, sendo ambas as atividades estimuladas por microtibulos
(Kuznetsov & Gelfand, 1986). Microtubulos estimulam a atividade Mg**-
ATPasica da cinesina cerca de 15 vezes e tal estimulagdo ¢ independente de
calcio. Entretanto, na presenga de CaM a atividade Mg *-ATPésica
estimulada por microtibulos foi inibida (50%) por calcio. Certas cadeias
leves de cinesina sdo proteinas ligantes de calmodulina. As cadeias leves e
pesadas da cinesina podem ser fosforiladas diferentemente pela proteina
quinase dependente CAMP e proteina quinase C “in vitro” e “in vivo”. A
fosforilagdo da cinesina causa um aumento do efeito de microtiibulos na
atividade ATPasica, de cerca de duas vezes, sugerindo que tal modifica¢do
pode intensificar o movimento de organelas baseado na cinesina. A
fosforilagio da cinesina (cAMP-PK) reduz a ligagdo de calcio/CaM as

cadeias leves e obstrui o efeito de calcio/CaM na atividade ATPasica

(Matthies et al, 1993).
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2-OBJETIVOS

Nosso laboratorio tem se dedicado ao estudo de identificagdo e
purificacdo de ATPases como uma maneira preliminar de se caracterizar
motores moleculares, que sdo ATPases que realizam movimento através dos
filamentos de actina ou microtiubulos. Como exemplo, duas ATPases foram
recentemente isoladas em nosso laboratorio: uma Mg”*/Ca® nucleotidase
trifosfatasica de testiculo de coelho (Patussi, 1996) e uma fragdo (PC)
enriquecida em atividade Mg**-ATP4sica obtida a partir de encéfalo de ratas
(Santos, 1997). Dados de Santos (1997) mostram que esta fragdo hidrolisa
preferencialmente ATP, ndo possui atividade K-EDTA ATPasica, possui
atividade Mg?*-ATP4sica que ndo ¢ estimulada nem por actina nem por
calmodulina e é maior que a atividade Ca®*-ATPasica. O principal
polipeptideo, situado acima da cadeia pesada de miosina II em SDS-PAGE,
parece ser o responsavel pela atividade ATPésica presente na fragdo.
Contudo, ndo se descarta a possibilidade da atividade ATPdsica estar
associada com outro polipeptideo da fragdo PC. Por estes motivos, nés
propomos, neste trabalho, verificar se o referido polipeptideo principal é
responsavel pela atividade Mg**-ATP4sica da fragdio e caracterizar, além

deste, outros polipeptideos de possivel interesse na fragdo.
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3-MATERIAIS E METODOS
3.1-Preparagiio de proteinas

3.1.1-Purificac¢do parcial de uma ATPase a partir de sobrenadante de
encéfalo de ratas (Método de Santos, 1997 )

Ratas fémeas foram sacrificadas por decaptagdo e os encéfalos
removidos rapidamente para solugdo salina gelada e em seguida
homogeneizados em tampdo de extragdo pH 8,0: Imidazol-HCl 50 mM;
EDTA 10 mM (para quelar fons tais como Mg?* e Ca** requeridos por
proteases); DTT 1,0 mM (para evitar oxidagdo de grupos SH e formagdo de
pontes dissulfeto); sacarose 0,25 mM (para evitar lise de membranas
melhorando o perfil cromatografico); 4-2 AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0
mM e aprotinina 1,0 mM, sendo estes 3 tltimos utilizados como inibidores
de proteases. Todos estes cuidados visam a manuteng¢do das proteinas numa
conformagdo o mais natural possivel. Foram utilizados 20 cérebros sendo 7
ml de tampdo para cada cérebro. A homogeneizagdo foi realizada em
rotacdo maxima, de 10 em 10 cérebros, usando microtriturador Tecnal
modelo TE 102, conectado a motor elétrico do tipo Marconi. O

homogeneizado foi colocado em tubos de poliestireno com capacidade para
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50 ml cada e centrifugado a 38.900 g por 40 minutos numa centrifuga
refrigerada a 4°C.

A fragdo Pl (fragdo precipitada obtida apds a centrifugagio),
contendo debris celulares e outras proteinas, foi descartada. A fragdo S1
(fragdo soluvel obtida apds a centrifugagfio) filtrada em gaze foi
primeiramente aplicada em coluna de DEAE-Sepharose (2,9 ¢cm x 4,9 cm;
25 ml) pois como observado por Santos (1997), o S1 aplicado diretamente
na resina de fosfocelulose causou um empacotamento desta resina. A coluna
de DEAE-Sepharose foi previamente equilibrada com 250 ml de tampdo de
equilibrio pH 8,0 (Imidazol-HC] 50 mM; EDTA; 0,2 mM; DTT 0,2 mM)

utilizando um fluxo de 16 gotas/minuto. O “void” da coluna foi submetido a

precipitagio com sulfato de amonia 35% de saturagdo adicionado
lentamente sob agitagio moderada. Em seguida foi centrifugado a 20.300 g
por 20 minutos a 4°C. A fragdo S2 e a fragdo P2 (suspensa em 30 ml do
mesmo tampdo de equilibrio pH 8,0) foram dializadas “overnight” contra 1
litro de tampdo de diglise pH 6,8 (Imidazol-HCI 50 mM; EDTA 0,5 mM; 2-
mercaptoetanol 1,0 mM) para cada, sendo realizadas 3 trocas deste tampéo.
A didlise teve como objetivo retirar o sulfato de amonia e corrigir o pH para

posterior aplicagdo em coluna de fosfocelulose.

A fragio P2 dializada foi centrifugada a 20.300 g por 20 minutos
a 4°C. A fragiio P3 resultante desta centrifugagio foi suspensa em 10 ml de
tampdo de equilibrio e guardada em geladeira, enquanto a fragdo S3 foi
aplicada em coluna de fosfocelulose (1,8 cm x 6,9 cm; 14 ml) previamente
equilibrada com 140 ml de tampdo de equilibrio pH 6,8 com um fluxo de 12
gotas/minuto. Apds a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com 100 ml
do mesmo tampdo. Proteinas retidas foram eluidas com 50 ml de tampdo de
eluigdo pH 8,0 (Imidazol-HCl 50 mM; EDTA 0,5 mM; DTT 1,0 mM; 4-2
AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0 mM). Foram coletadas fragdes de 3 ml

(esquema 1).
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As fragdes foram analisadas em SDS-PAGE e conforme o perfil
eletroforético e a atividade ATPasica aproximadamente 5 tubos foram

reunidos recebendo a denominagdo de fragdo PC.

Esquema 1: Purificaciio parcial de ATPase a partir de sobrenadante de

encéfalo de ratas (Método de Santos, 1997)

Cérebros de ratas
homogeneizados em tampéo de extragao pH 8,0
; 1 38.900 g x 40 min. 4‘1C

Sl P1

DEAE}Sepharose descartado
v I T
proteinas “void” DEAE
retidas Sulfato de amdnia 35%
20.300 g x 20 min. 4°C
| l
P2 S2
suspenso em tampao de equilibrio pH 8,0
dialise pH 6,8
20.300 g x 20 min. 4°C
P3 $3

l

Fosfocelulose

v ¥
proteinas retidas “yoid” PC
pH 8,0

fragoes PC
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3.1.2-Separacio dos polipeptideos da fracio PC por coluna de afinidade

a calmodulina
Na fragiio PC foi adicionado CaCl, 1mM e esta foi aplicada, com

fluxo de 12 gotas/minuto, em coluna de CaM-Agarose (1,1 cm x 4,0 cm; 5
ml) previamente equilibrada com 20 ml de tampdo I (Imidazol-HCl 50 mM
pH 8,0; DTT 1,0 mM; 4-2 AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0 mM) contendo
CaCl, 0,2 mM. A coluna foi lavada com 20 ml do mesmo tamp&o. O “void”
da coluna de CaM-Agarose foi guardado em geladeira. Proteinas retidas
foram eluidas com 20 ml do tampdo I contendo EGTA 2 mM. Foram
coletadas fragdes de 1,5 ml (esquema 2). O “void” e as fragdes obtidas

foram analizados em SDS-PAGE.

Esquema 2: Separagiio dos polipeptideos da fragio PC por coluna de

afinidade a calmodulina
Fragdo PC

CaCl, 1,0 mM

Jr

CaM-[Agarose
proteinas retidas “void” CaM
EGTA 2 mM

v
fracdes CaM-Agarose
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3.2-Métodos analiticos

3.2.1-Dosagem de proteinas
A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de

Bradford (1976) utilizando como padrfo soro albumina bovina (SIGMA).
Para a dosagem foram utilizados 3 pl de S1; 10 pl de S3; 10 pl do
“void” PC; 50 ul da fragdo PC; 100 ul do “void”, do lavado e das fragdes

eluidas da coluna de afinidade (CaM-Agarose). Completou-se o volume para
100 ul com HyO destilada e foi adicionado em cada tubo, contendo a

amostra, 3 ml do reagente de Bradford (100 mg de Coomassie blue G em 50
ml de etanol 95 %, misturados com 100 ml de é4cido fosforico 85 %,
completando até um litro com agua e posterior filtragdo). As dosagens foram
realizadas em  duplicatas. A absorbancia  foi  medida
espectrofotometricamente a 595 nm, apos 3 minutos e antes de uma hora,
contra um branco que contem o mesmo tampdo da amostra. Foram utilizadas
cubetas de quartzo. Para conversdo da absorbdncia em concentragdo de
proteina foi feita a regresséo linear da curva padriio de soro albumina bovina
realizada paralelamente a dosagem da amostra. A quantidade de proteina (5
a 30 pg) utilizada para construgdo desta curva esta dentro da faixa de
linearidade do método.

A concentragio de proteina em mg/reagdo foi utilizada para

calculo da atividade especifica do ensaio de atividade ATPasica.
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Figura 13: Curva padrdo de soroalbumina bovina

3.2.2-Ensaio de atividade ATPasica

As atividades ATPasicas foram determin
o da hidrolise do ATP

adas através de dosagem

colorimétrica do ortofosfato inorganico liberad

(Heinonen & Lahti, 1981).
Para o ensaio da atividade Mg-ATPasi
M, EGTA 1,0 mM, EDTA

ca, o meio de reagdo

contém: Imidazol-HCl 25 mM pH 7.0, KCl 60 m
1.0 mM, DTT, 0,2 mM e MgCl2 3 mM.

A cada tubo contendo 40 ul do meio de reagao foram adicionados

140 pul da fragdo PC ou do “void” CaM-Agarose ou da fragdo CaM-
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Agarose, completando-se com 4gua desionizada para o volume de 180 pl.
Apés a adigdo da fragdo, a reagdo foi iniciada com 20 pl de ATP 10 mM e
incubada a 37°C por tempo pré-determinado. O volume final da reagdo foi
200 ul. Cada amostra teve seu proprio branco com adigio de ATP
imediatamente antes de interromper a reagdo com solugio AAM.

Ao término da incubagio acrescentou-se, com ajuda de pipetador
automdtico, 2ml de solugio AAM (2 volumes de acetona , 1 volume de
acido sulfurico 5N, 1 volume de molibidato de aménio 10 mM), e agitou-se
0 tubo em vortex por 15 segundos. Em seguida adicionou-se 0,2 ml de acido
citrico 1M seguido de agitagdo por mais 15 segundos. O molibidato forma
um complexo com Pi que, na presenga de acetona (concentragdo minima
precisa ser 1/3 do volume final), origina uma cor amarela com pico de
absorbancia em 355 nm. Foi utilizado 4cido citrico para parar a reagdo antes
que o excesso de molibidato livre na solugdo se complexe com Pi liberado
da quebra espontinea de ATP em meio 4cido.

Uma curva padrio de fosfato foi feita compreendendo a faixa de 0
a 160 nmoles de fosfato. Nesta faixa a absorbancia em 355 nm varia
linearmente com a concentragéo de fosfato.

A absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro a
355 nm utilizando-se cubetas de quartzo. As leituras obtidas foram

utilizadas para calculo da atividade especifica através da seguinte formula:

AE =4bs. Amostra x / x 80 nmoles dopadrdox___ 1 x___ I .
Abs. Padrdo tempo mg de prot.

A atividade especifica foi expressa em nmoles de Pi/minuto/mg de proteina.
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Figura 14: Curva padrdo de fosfato

3.2.3-Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio

(SDS-PAGE) (Métodos de Laemmli & Favre, 1973; Studier, 1973).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS foi realizada em

placa de vidro como descrito por Studier (1973). As dimensdes do mini-gel
foram 11 x 10 x 0,06 cm. Em

de tampdo de amostra (Tris-HC
0,025% e glicerol 10%), 10 ul de 2-mercaptoetanol ¢ ferveu-se por 2

100 pl de cada amostra foi adicionado 50 pl
| 62,5 mM pH 6.8, SDS 1%, bromofenol

minutos em agua em ebuligao.

Os géis de separagdo ¢ empilhamento foram preparados conforme

as tabelas:




w T e e e e

31

Solugdes estoque Gel de separagdo Concentragdo final
10%

Tris-HCI 2M pH 8,8 1,17 ml 377 mM

SDS 10% 62,5 pl 0,1%

EDTA 200 mM 62,5 pl 2 mM

Acrilamida:bis 30:0,8% 2,07 ml 10%

Agua desionizada 280ml T

TEMED 7,5 ul 0,121%

Pers. de amdnio 174 mg/ml | 37,5 pl 0,105%

Volume total 62lml o

Solugoes estoque Gel de empﬂWﬁ@_l__
Tris-HCI 2M pH 6,8 250 pl 125 mM

SDS 10% 40 l 0,1%

EDTA 200 mM 40 pl 2 mM

Acrilamida:bis 30:0,8% 650 ul 5%

Agua desionizada 296ml T

TEMED 5 ul 0,125%

Pers. de amdnio 174 mg/ml | 35 ul 0,154%

Volume total 398ml

tendo os mini-geis foram montadas em cubas

apropriadas contendo 0 tampao eletrodo (Tris—HCl 100 mM pH 8,3, EDTA
7,8 mM, glicina 0,77 M € SDS 0,3%). O volume desejado de cada amostra

As placas con

foi aplicado no mini-gel com 0O auxilio de microseringa Hamilton. A

eletroforese foi realizada com corrente constante de 40 miliamperes. Apds a

corrida, o gel foi fixado € corado por 10 minutos em solugdo corante: 0,2%

de Coomassie brilliant blue R-250 em metanol 50% e acido acético. O
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excesso de corante do gel foi descorado em solugdo de metanol e acido

acético, 30 e 10% respectivamente. Para a secagem 0 gel foi colocado entre

duas folhas de papel celofane embebidas em agua ou 4cido acético e presas

por bastidores de madeira.
O padrio SDS-6H (SIGMA) foi utilizado como referéncia de

massa molecular relativa (Mr X 10-3): miosina (205), B-galactosidase (116),

fosforilase-B (97,4), albumina bovina (66), ovalbumina (45), anidrase
carbonica (29). A calmodulina (21) purificada de cérebro bovino foi
adicionada neste padrdo comercial.

3.2.4-Determinaciio do peso molecular dos polipeptideos por SDS-

PAGE

A distancia de migragdo dos polipeptideos do padrio SDS-6H
(SIGMA) foi medida. Os valores de migragdo relativa (Rf) dos

polipeptideos do padréo foram calculados:

Rf = distancia que cada polipeptideo migrou da origem do gel

e bromofenol

distancia de migragdo da origem do gel até a frente d
A curva de calibragio foi construida com os valores Rf

encontrados para cada polipeptideo do padrio (EIXO X) versus oS

logaritmos dos seus correspondentes pesos moleculares (EIXO Y).
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Figura 15: Curva de calibragdo dos polipeptideos do padrdo SDS-6H

migragdo de cada polipeptideo de interesse foi

medida e os Rf correspondentes foram calculados através da formula citada

A distancia de

acima.

urva de calibragdo que corresponde ao valor de Rf

O ponto na €
ecular desconhecido foi localizado. O valor

para o polipeptideo de peso mol
no eixo Y que corresponde a este ponto € O logaritmo do peso molecular

tideo de Interesse. Este loga
s do eixo x (Rf dos polipeptideos do padrdo) e

estimado para o polipep ritmo foi encontrado por

regressio linear com 0S valore
do eixo y (logaritmos dos pesos moleculares dos polipeptideos do padrao)

(intercepto, ond
) e o coeficiente £ que avalia se a reta ficou

obtendo-se o coeficiente & o a reta corta 0 €IXo y), 0

coeficiente b ( inclinagao da reta
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adequada (para isto o valor encontrado deve ser proximo de 1). Substituiu-

se (em x) o valor de Rf encontrado para O polipeptideo de interesse na

equagio da reta: y = a + bx. Depois de encontrado 0 valor de Y, o peso

molecular do polipeptideo corresponde ao anti log dey.

3.2.5-Transferéncia eletroforética de proteinas do gel de poliacrilamida

para papel de nitrocelulose - Western blot (Towbin et al, 1979 e Bittner

et al 1980)

A transferéncia das polipeptideos do gel para © papel de

nitrocelulose foi realizada imediatamente apds 0 término da eletroforese sem

que houvesse fixagdo e coloragdo do gel. Inicialmente, foi feito um pequeno

o e do lado esquerdo do gel para
ram aplicadas no gel. Em seguida, o gel foi

e, tomando O cuidado para evitar a

corte na parte de baix identificar a

sequéncia em que as amosiras fo
montado de uma maneira tipo sanduich
formacéo de bolhas de ar.

O procedimento para montagem deste san
placa de acrilico perfurada, uma €s

orte voltado para o lado direito. O
um corte no lado direito foi colocado

duiche foi o seguinte:

Colocou-se sobre uma ponja, um papel
papel de

de filtro grosso e o gel com 0 €

nitrocelulose também marcado com
sobre o gel. Completou-s¢ O sanduiche com mais um papel de filtro, mais

uma esponja e outra placa de acrilico perfurada.
montagem do sanduiche este
HCl 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM e

Durante a foi mantido sempre

molhado em tampfo eletro-blot ( tris-

metanol 20%). O sanduiche, assim montado, era co
lado da nitrocelulose voltado pard © snodo (+). A cuba foi totalmente

preenchida com o mesmo tampdo eletro
A corrida foi realizada “overni

locado na cuba com o

blot e colocou-se uma barra

7 " 29 A .
magnética dentro desta. ght” em cdmera fria

usando corrente constante de 60 MA € mantendo agitagao.
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ancia eletroforética, as fitas de nitrocelulose foram

Apbs a transfer
coradas com Ponceau 0,2% em écido acético 3% por 5 minutos € lavados

com Agua desionizada. Os polipeptideos do padrdo foram marcados com

uma agulha.
a “overnight” com leite

(Tris-HCl 50 mM

Posteriormente, a nitrocelulose foi incubad

desnatado em p6 (Molico) 5% dissolvido na solugdo TBS
pH 8.0; NaCl 150 mM e Tween 20 0,05%). Apos 0 bloqueio, a nitrocelulose
3 minutos agitando) com a solugdo TBS ¢

foi lavada 3 vezes (cada vez ficou
primario diluido em solugdo TBS

incubada por uma hora com anticorpo

como recomendado pelo fabricante. Procedeu-se outra Javagem como ja

indicado acima. Em seguida, a membrana de nitroce

po secundario diluido em sol
IgG de coelho no caso de

julose foi incubada por

uma hora com o antico ugio TBS como

recomendado pelo fabricante. Utilizou-se anti-
miosina V e fodrina. Para CaM-quinase 1L, fosfoserina € calmodulina foi
utilizado anti-IgG de camundongo. Novamente a membrana foi lavada.

se um tubo com papel aluminio e nele

pH 9,5; NaCl 100

Em seguida, este

Para a revelagdo cobriu-

acrescentou-se 9,8 ml de tampao AP (Tris-HCI 100 mM

mM ¢ MgCl, 5 mM); 33 ul de BCIP ¢ 66 kI d° NBT.

contetido foi despejado sobre a membrana em recipiente vedad
ssim que a membrana foi marcada,

aluminio para impedir a entrada de luz. A

a solugdo de NBT/BCIP foi descartada €

o com papel

a membrana lavada com agua

desionizada.

B N e ‘ P . -

e A
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3.2.6-Identificaciio de polipeptideos ligantes de calmodulina na fragio

PC
s o bloqueio, foram incubadas por

pH 7,0; DTT 1,0 mM; CaM 15
1,0 mM. Na solugdo TBS para as
EGTA 1,0 mM ou CaCl, 0,1 mM.

As fitas de nitrocelulose, apo
uma hora em 5 ml de Tris-HCI 25 mM
ng/ml contendo EGTA 1,0 mM ou CaCly
lavagens foi acrescentado, em cada caso,
As fitas de nitrocelulose foram incubadas por 2 horas, na presenga (CaCl,
0,1 mM) e auséncia (EGTA 1,0 mM)

calmodulina. A incubagdo por uma hora ¢
senga e auséncia de calcio.

de calcio, com anticorpo contra

om anti-IgG de camundongo € a

revelagio também foram realizadas na pre

3.2.7-Ensaio de cosedimenta¢io com F-actina (Pollard & Coope, 1982)

O ensaio de cosedimentagao foi realizado incubando a fragdo PC

com F-actina. Para a obtengdo de actina polimerizada (F—actina) diluiu-se o

volume da aliquota de G-actina em igual volume de tampao A (Imidazol-

HCI 20 mM pH 7,2; KCI 150 mM; MgCl2 5 mM) com DTT 2 mM

(concentragdo final). A incubagdo foi feita por 30 minutos & temperatura

ambiente em repouso.
¢iio PC e 60 ul de tampdo B

Os tubos contendo 16,7 1g da fra
s com 14,4 pg de F-actina na

(tampdo A diluido uma vez) foram incubado

presenga e auséncia de ATP 5 mM. Foram feitos os controles da amostra

com ¢ sem ATP na auséncia de actina. Em todos 0S tubos, a concentragdo

final de DTT foi corrigida para 2 mM. O volume final dos tubos foi

corrigido para 250 pl com agua desionizada.
Os tubos foram incubados por 15 minutos & temperatura ambiente

centrifugados por 15 minutos a 12.000 g em camara fria.

¢ em seguida foram
Os precipitados resultantes foram suspensos em 50 ul de tampdo B,
acrescentando-se 25 pl de tampdo de amostra, 5 ul de 2-mercaptoetanol e
nos sobrenadantes 125 Ml de tampdo de amostra € 25 pl de 2-
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s e sobrenadantes foi

-PAGE.

mercaptoetanol. A diferente diluigdo dos precipitado

posteriormente corrigida pelo volume aplicado em SDS

3.2.8-Ensaio de protedlise por calpaina

Para este ensaio colocou-se em um tubo: DTT 5 mM; CaCl, 5

mM e 77,6 pg da fragdo PC (concentragdes finais). Iniciou-se a reacdo com

0 acréscimo de 40 ul de uma solucdo de calpaina 40 ng/ml (SIGMA). O

volume final foi corrigido para 600 pl com agua desionizada. A reagdo fot

_estabelecido
e amostra € 8 ul de 2-

o-se 45 ul de tampdo de
pl de calpaina. Apos

finalizada, em intervalos de tempos pre s, retirando-se aliquotas

de 80 ul para tubos contendo 40 pl de tampdo d
mercaptoetanol. O controle foi realizado adicionand

amostra antes de 14,9 pg da fragdo PC e 64

_mercaptoetanol. As aliquotas foram

aquecimento acrescentou-se 9 ul de 2

analizadas em SDS-PAGE.
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4-RESULTADOS

4.1-Perfil eletroforético da preparagao de ATPase de encéfalo de ratas
A fragdo S3 possui varios polipeptideos, sendo 0s principais
150, 66, 50 e 40 KDa,

das mais fortes € definidas (figura 16). Nas fragdes

observados acima de 205 KDa e outros em torno de

apresentando ban
a de fosfocelulose por

vidade ATPasica, eluidas da colun

se a presenca de um polipe
a de miosina I, um

varios polipeptideos
olipeptideo principal
| pela atividade

enriquecidas em ati
ptideo principal, cujo

alteragdo de pH, observou-

peso molecular estd logo acima da cadeia pesad

polipeptideo de peso molecular maior do que este €
entre 45-66 KDa (figur
indicado pela 2° setd, suspeitou-

ATPasica.

a 17). Pela intensidade do P
se ser O responsave

ermen



Figura 16: SDS-PAGE da preparagao

Foram aplicados no g€
Sepharose (VD); 4,41 ng da
fragiio S3; 1,52 pg da fragdo
peso molecular (Mr X 107)
fosforilase b, soroalbumina

| 4,65 ug da fragdo S1; 11,8 ug

fracdo S2;

P3. As setas 2 esquerda in
. cadeia pesada
bovina, ovoal
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de ATPase de encéfalo de ratas

do “void” DEAE-

4,74 pg da fragdo P2; 7,92 ng da

bumina € anidrase car

dicam os padroes de
de miosina, B-galactosidase,

bonica.
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o0 SHCI 50 mM; EDTA 0.5 mM; DTT 1.7
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41

cio PC com actina
uem atividade ATPéasica e

de ATP, a fragdo PC foi

2. A andlise em SDS-

4.2- Ensaio de cosedimentagiio da fra

Sabendo que as miosinas poss

cosedimentam com F-actina de maneira dependente

submetida ao ensaio de cosedimentagdo com F-actin

PAGE (figura 18) foi utilizada para visualizar a ¢
g e sedimentos ap6s O ens

entagdo do polipeptideo principal
elocidade de centrifugagdo.
eptideo principal néo

olipeptideo principal

omposigio de

polipeptideos dos sobrenadante aio de

cosedimentacdo. Houve uma leve cosedim
com actina na auséncia de ATP, em bzixa V
Entretanto, na presenga de ATP, este polip
omo controle do ensaio, 0 P
PC foi incubada isoladamen
olipeptideos presentes 1

ondigdes.

cosedimentou com actina. C
te ou apenas na

ndo sedimentou quando a fragdo
presenga de ATP. Os demais P

permaneceram no sobr enadante em todas as €

a fragdo

a fraciio PC com calpaina
protease dependente d

olipeptideos estaveis. A

Ca**-ATPase sio exemplos de ATPases que sdo substratos de calpaina.

A fragiio PC for submetida a prote

se degradagdo de dois polipeptideos entre 66 € 4

4.3-Ensaio de proteolise d
e calcio, cliva um

A calpaina, cisteina
miosina V ¢ 2

grande numero de proteinas ¢ gera P

lise com calpaina e observou-
5 KDa e dos polipeptideos

de alto peso molecular, a0 mesmo tempo em que surge um fragmento de

130 KDa além de outros fragment

(figura 19). A proteélise de miosina \Y
e 130 KDa.

os situados junto 3 frente de bromofenol

por calpaina, também, produz um

fragmento em torno d
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Figura 18: Ensaio de cosedimentacio da fracio PC com F-actina
S tubos contendo 16,7 ug da fragdo PC foram incubados por 15 minutos a

temperatura ambiente na presenga (1 € 2) ou auséncia (3 e 4) de 14,4 ug de
-actina com (1 e 3) ou sem (2 ¢ 4) ATP 5 mM. Apos centrifugagdo a

12.000 g x 15 minutos, os precipitados (P) foram suspensos em 1/5 do
Volume dos sobrenadantes (S). As amostras de cada ensaio foram
Preparadas para SDS-PAGE. Foram aplicados no gel 12 pul dos
Sobrenadantes e 2,4 ul dos precipitados (concentragdes finais iguais). A seta
a direita indjca o polipeptideo principal. As setas a esquerda indicam os
Padrdes de peso molecular (Mr x 107): cadeia pesada de miosina, B-
8alactosidase, fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase

Carbonica.
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Figura 19: Proteglise com calpaina de proteinas da fraciao PC

O meio de reagdo contém 77,6 ug de proteinas da fragdo PC; DTT 5 mM e
CaCl, 5 mM. A reagdo foi realizada a temperatura ambiente tendo inicio
com o acréscimo de calpaina. A relagao protease/substrato € 1:50. Nos
tempos indicados, aliquotas da mistura de reagdo foram preparadas para
SDS-PAGE. O controle foi feito com solugdo STOP adicionada ao meio
antes de calpaina. Foram aplicados no gel 12 ul destas amostras. As setas a
direita indicam os polipeptideos proteolizados ¢ gerados durante o ensaio.
As setas 4 esquerda indicam os padrdes de peso molecular (Mr x 107):
Cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, fosforilase b, soroalbumina

bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica.
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4.4-Identificagiio do polipeptideo principal da fracio PC
entagdo do polipeptideo principal com actina € 0

o de aproximadamente 130 KDa durante a

Devido a cosedim

surgimento de um fragment

protedlise, decidiu-se verificar a existéncia de miosina V ou de algum

polipeptideo com um dominio homologo, que pudesse ser reconhecido por
um anticorpo especifico para 0 dominio cabega de miosina V. Um
polipeptideo de 190 KDa da fragéo S

Miosina V mas, devido a problemas de d

1 foi marcado com o anti-cabega de
ocumentagdo, nao foi possivel a

visualizagdo na figura. Entretanto, nenhum polipeptideo da fragdo PC foi

marcado (figura 20).
A fodrina é uma protefna composta de

peso molecular (Mr 240000 e 235000) que, tambem,
de centrifugagdo e €

0 KDa. Portanto, a

duas subunidades de alto

possui a propriedade

de cosedimentar com actina em baixa velocidade

substrato de calpaina gerando um fragmento de 13
a degradacdo deste

cosedimentagdo do polipeptideo principal com actina,
ento de 130 KDa

alpaina € 0 aparecimento de um fragm:
que este polipeptideo fosse fodrin
i sondada com anticorpo especifico

polipeptideo principal foi marcado

polipeptideo com €
a. Por estes

levantou a suspeita de
motivos, a fragdo PC fo para. 4
subunidade o da fodrina. O
anticorpo contra fodrina tanto 1
O fragmento de aproximadament

calpaina também foi marcado com anti

pelo

a fragdo S1 quanto na fragdo PC (figura 21).

e 130 KDa resultante de clivagem por

fodrina (figura 22).
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lizando anti-cabega de miosina V como sonda

PAGE 14,7 pg da fracao S1, 1,7 ng da fragdo PC
o de miosina Vv de medula adrenal (P4) como
mpo. Os polipeptideos contidos no gel foram

eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose © sondados com anti-
Cabeqa de miosina V (fornecido pela equipe do Prof. Dr. Roy E. Larson).
Foi utilizado um anticorpo secundario produzido contra [pG de coelho

conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA) ¢ 2 revelagdo fot realizada com
NBT/BCIP. As setas a esquerda indicam 08 padroes de peso molecular (Mr
lactosidase, fosforilase b,

3 . . 2
x 107%):. cadeia pesada de miosina, B-ga
soroalbumina bovina, ovoalbumina € anidrase carb

Figura 20; Imunoblot uti
Foram aplicados em SDS-
(P) e 10 pg da preparagd
controle positivo do antico

onica.
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29>

rina como sonda

da fragdo S1 e 1.7 ng da fragéo
m eletrotransferidos para
sondados com anti-fodrina (SIGMA). For

dario produzido contra lgG de coelho
evelagdo fol realizada com

deo principal. As setas a
-3 -

Mr x 107): cadeia pesada

soroalbumina  bovina,

t utilizando anti-fod
E 14,7 ug
tidos no gel fora

Figura 21: Imunoblo
Foram aplicados em SDS-PAG
PC (P). Os polipeptideos con
membrana de nitrocelulose €

utiligado um anticorpo secull
conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA)ear

NBT/BCIP. A seta a direita indica o polipepti
esquerda indicam os padroes de peso molecular (
de miosina, B-galactosidase, fosforilase b,
ovoalbumina e anidrase carbonica.
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Figura 22: [munoblot do ensaio de protedlise com calpaina utilizando

anti-fodrina como sonda

O meio de reagéio contém 77,6 ug da fragio PC; DTT S mM e CaCl, 5 mM.
A Ieacao foi realizada a temperatura ambiente tendo inicio com o acréscimo
de calpaina. A relacdo protease/substrato ¢ 1:50. Nos tempos indicados,
aliquotas da mistura de reagio foram preparadas para SDS-PAGE. O
controle foi feito com solugdo STOP adicionada ao meio antes de calpaina.
Foram aplicados no gel 12 ul destas amostras. Os polipeptideos contidos ng
gel foram eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose e sondados com
anti-fodrina (SIGMA). Foi utilizado um anticorpo secundario produzido
contra IgG de coelho conjugado com fosfatase alcaln?a (5IGMA) ¢ 5
fevelagdo foi realizada com NBT/BCIP. As setas & direita indicam os
Polipeptideos proteolizados e gerados durante o ensaio marcados pelo
anticorpo. As setas a esquerda indicam os padroes de peso molecular (Mr x
107): cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, fosforilase b, soroalbumina

bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica.
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4.5- ~ .
S3-Separagdo dos polipeptideos da fragio PC por coluna de afinidade a

calmodulina

Sabendo que fodrina liga-
a, foi utilizada uma €0

se 4 calmodulina na presenca de calcio e
luna de CaM-Agarose pard

ndo tem atividade ATPasic
ade ATPasica da

rincipal € separa-lo da ativid

eliminar o polipeptideo P
al ficou retido na

fragdo PC. Como era espera
coluna. Entretanto um polipeptideo acima
demonstrado por SDS-PAGE

polipeptideos na mesma altura

do, 0 polipeptideo princip
deste tambem foi retido, como

(figura 23). Observa-s¢ que 1o “yoid” ha

destes, porém de menor intensidade, além de

(figura 23). A atividade ATPasica neste

um polipeptideo de 50 KDa
mM e Uréia 8 M

4 foi eluida com EGTA 2
observado por SDS-PAGE.

izado, 0 polipeptideo princi
a figura. O

experimento foi perdida. A colun

entretanto nenhum polipeptideo fo1

Em outro experimento real pal se ligou

litou a documentagdo 1

fracamente a coluna 0 que impossibi
do com anti-fodrina  como

«“yoid” foi marca
m anti-fodrina (figura 24). Este

ade do polipeptideo principal em
gura 23). A atividade Mg~
). O inserto da figura 25 mostra

polipeptideo principal do

observado pelo imunoblot sondado €0

resultado ndo esta de qcordo com intensid

SDS-PAGE no primeiro experimento (fi
u no “void” (figura 25

ATPasica, também, sai
ecifica da fragdo da CaM-agarose parece ser devido

que a alta atividade €SP

4 baixa concentragdo de proteind nesta fragdo.

4.6-Ensaio de ligacao a calmodulind
A fragdo PC foi submetida
» para identificagdo

elulose contendo 08

o ensaio de ligagdo a calmodulina por

de proteinas Jigantes de calmodulina

método de “overlay
C. Pela figura

polipeptideos de P

em membrana de nitroc
ncipal ndo ligou calmodulina em

26 pode-se observar que 0 polipeptideo pri
ncia de calcio). Entretanto, um

resenga od ausé

nenhum dos dois ¢asos (p
: preseng

polipeptideo de 50 KDa ligou
jpunidade o de CaM-

a suspeita de corresponder a st

a de calcio, levantando

quinase Il
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ptideos da fracao pC por coluna de

Figura 23: Separa¢a0 dos polipe
CaM-Agarose o
4,1 mg da fragdo PC contend ada em coluna de CaM-
Agarose pré-equilibrada com tampa dazol-HC1 50 mM pH 8,0; DTT

: tina 1,0 mM) contendo calc1o 0,2

1.0 mM: 4-2 AEBSF 0.3 mV5
30 1 contendo EGTA 2 mM. Foram
ta a direita

mM. A eluigdo foi feita €O
. o 12 pl das outras amostras. A s€
rda indicam 0S padroes de

a, B-galactosidase,
rbonica.

aplicados no gel 8 ul do “yold’

indica o polipeptideo principal L
pe 3\ cadeia pesada de miosin
so molecular (Mr X 0): cadeida P : _

nina € anidrase ¢a

fosforilase b, soroalbumin bovina, ovoalbw!
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do fracionamento de PC em coluna de CaM-

Figura 24: Imunoblof

Agarose utilizando anti-fodrina como sonda

Foram aplicados em SDS-PAGE 771 pg da fragho S1: 2.1 K& da fragao PC
> (VC) e 0,03 18 da fragdo (F4) da coluna de CaM-

(P); 1,1 ug do “void" { ¥ )
Agarose. Os polipeptideos contidos nO gel foram eletrotransferidos para
sondados com anti-fodrina (SIGMA). Foi

G de coelho

membrana de nitrocelulose © '
Al ido contra Ig

utilizado um anticorpo secundarto produz £ il
conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA) e 2 revelagdo foi realizada com
indica O polipeptideo principal. As setas a

NBT/BCIP. A seta 2 direita 10 g .
de peso molecular (Mr X 10™%): cadeia pesada

esquerda indicam 0S padroes _ ) ‘
de miosina B-galactOSidaSea fosforilase p, soroalbumina bovina,
rbonica.

ovoalbumina ¢ anidrase ¢2
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ATPasica da fracio PC, do “void” e da

arose
do “void” € 0,31 pg da fragdo da coluna de
37°C em meio de reagdo I

6 minutos a

M; EGTA 1,0 mM; EDTA 1,0
o foi iniciada pela adigdo de
da com a propria solugdo de
Todas as reagdes foram

AT=Atividade total.

Figura 25: Atividade Mg
fracio da coluna de CaM-Ag
24,9 ug da fragdo PC; 12,7 K&

CaM-Agarose foram incubadas por 1
KCl 60 m

(Imidazol-HC1 25 mM pH 7.0;
mM; DTT 0,2 mM; MgClz 5 mM). A reagé
ATP 1 mM (concentragﬁo final) e interromp!
dosagem. O volume final da reagdo foi 200 pl
Atividade especifica,

realizadas em duplicatas. AE
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Figura 26: Identificagdo de proteinas ligantes de calmodulina em
de “overlay”

membrana de nitrocelulose por método ( .
Foram aplicados em SDS-PAGE 214 pg da fragdo S3 e 1,9 ng da fragdo

PC (P). Os polipeptideos contidos no gel foram eletrotransferidos para
membrana de nitrocelulose €, apos incubagao com calmodulina na presenca
€ auséncia (EGTA) de calcio, foram sonda_dos com anti-calmodulina
(SIGMA). Foi utilizado um anticorpo secundario produzido contra IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA) e a revelagdo foi

realizada com NBT/BCIP. A seta a direita indica o polipeptideo de 50 KDa.
droes de peso molecular (Mr x 107):

As setas a esquerda indicam 0S padro: _ |
lactosidase, fosforilase b, soroalbumina

cadeia pesada de miosina, B-galacto
bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica.
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4.7-Identificacio de CaM-quinase II na fragio PC

Como na fragdo PC existe um polipeptideo de 50 KDa que,
semelhante as subunidades de CaM-quinase 1, foi proteolizado por calpaina
(figura 19) e ligou & calmodulina (figura 26), decidiu-se verificar se este
Polipeptideo corresponde 4 subunidade o de CaM-quinase IL O
Polipeptideo de 50 KDa foi marcado com um anticorpo especifico para a

Subunidade ¢ de CaM-quinase II (figura 27).
A CaM-quinase II ¢ uma proteina quinase multifuncional que

Incorpora fosfato em vérias protefnas tais como miosina V, sinapsina I,
MAP-2 ¢ suas proprias cadeias polipeptidicas. As proteinas quinases, em

geral, possuem grande especificidade para Mg"-ATP e, além disso, Ca™ ¢

fundamenta para que a calmodulina atue sobre sistemas-alvo. De acordo
com isto, foj realizado o ensaio de quinase para verificar se a fragdo PC

contém substrato para essa enzima. Como uma maneira de identificar se
utilizou-se um  anticorpo

algum polipeptideo de PC foi fosforilado,
gura 28 pode-se observar que o

do na fragio PC antes do ensaio.

cio ou de calcio/calmodulina

especifico para fosfoserina. Pela fi
Polipeptideo de 50 KDa jé estava fosforila

Diferente do que era esperado, a adigdo d¢ cdl

130 promoveu nenhum aumento signiﬁcativo da fosforilagdo. Observou-se,

também, que nenhum outro polipeptideo 3 fragdo PC soffeu fosforilagio. A
’ iria wma

' ntul ificar se inib
trlﬂUOrperazina foi acrescentada com 0 intuito de verifica
¢do por calcio/calmodulina, o que ndo

Possivel estimulagio da fosforila

OCorrey.
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Figura 27: Imunoblot utilizando anti-CaM-quinase I como sonda
Foram aplicados em SDS-PAGE 21,4 pg da fragdo S3 e 1,9 ug da fragao
ram transferidos para membrana

PC (P). Os polipeptideos contidos no gel foram . |
de nitrocelulose e sondados com anti-CaM-quinase (Boehringer Mannheim
dario produzido contra IgG

BIOChemica)_ Foi utilizado um anticorpo secun

de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (’Promega_l) e a revelagdo
4 direita indica o polipeptideo de 50

foi realizada com NBT/BCIP. A seta
padres de peso molecular (Mr x 10°

£<Da. As setas a esquerda indicam o0s pad : : _
): cadein pesada de miosina, B-galactosidase, fosforilase b, soroalbumina

bovina, ovoalbumina e anidrase carbonica.
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Figura 28: Imunoblot do ensaio de quina
A fragdo PC (7,2 pg) for submetida ao ensaio de quinase em meio de reagdo
contendo Imidazol-HCl 25 mM pH 7.0; KCI 60 mM; EGT.A .[’O mM;
EDTA 10 mM: DIT 02 mM; MgCh 5 mM ¢ onde indicado foi
acrescentado Caélo 3,2 mM; calmodulina 54,2 ug; trifluorperazina 5(~) M.
P indica 2 ﬁagﬁ()“PC utilizada como controle do ensalo.’A reagao foi
‘. > | mM (concentragao final) € apos 5 minutos a
37°C foi interrompida com 2 solugdo STOP. Foram ‘aphcados no gel 12 pl
destas amostras. Os polipeptideos contidos no gel foram elet-rotransfendos
Para membrana de nitrocelulose © sondados com anti-fosfoserina (SIGMA).
Foi utilizado um anticorpo secundario pI‘OdllZldO contra Ig(: de CT-mmdongO
conjugado com fosfatase alcalina (Pmmegfi) ¢a revelagdo I?Drea izada ‘30"‘1
NBT/BCIP. A seta 4 direita indica O polipeptideo ‘_16 51 %_3 b dA.S sctas a
esquerda indicam os padroes de PesC '"‘"Icc”lm (Mr x lb) s o4 elag) csada
de  miosina, B-galactosidase, fosforilase b, ~soroalbumina bovina,

ovoalbumina e anidrase carbonica

¢omo sonda
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5-DISCUSSAO

sultados apresentados aqui mostram a caracterizagdo parcial

Osre
da fragdo enriquecida em atividade ATPisica obtida por Santos (1997) a

sando coluna de fosfocelulose.

Partir de encéfalo de ratas u
el de poliacrilamida com SDS revelou a

A eletroforese em §
al cujo peso molecular estd acima da

Presenca de um poh'peptideo princip

cadeia pesada de miosina IL outro polipeptideo de peso molecular maior que

s entre 45 ¢ 66 KDa (figura

0 polipeptideo principal ¢ vérios polipeptideo
ue o polipeptideo principal seja © responsavel pela

ente na fragdo (Santos, 1997). O peso molecular

50 esta de acordo com as ATPases que se

17). Suspeita-se 4
atividade ATPasica pres
deste polipeptideo principal n
movem sobre trilhos de microtub

cadeias pesadas possuem 120 KDa,

cadeias pesadas de 532 KDa. Entretanto nio
er um produto de degrada

lipeptideo principal nao ¢o
s de cérebro: myr la de rato (130 KDa),

ulos como a cinesina de cérebro, cujas
e a dineina de cérebro que possui
se descarta a possibilidade do
¢do. Verificou-se também

Polipeptideo principal s

que o peso molecular do pO nferiu com as cadeias
Pesadas das seguintes miosina
Mmiosina V de cérebro de vertebr

(140-145 KDa) (para revisio ver Moo
S relacionadas a esta

dos (190 KDa) € miosina VI de suinos
seker & Cheney, 1995). Entretanto,

s, com peso molecular diferente,

Podem existir proteina
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que ainda ndo foram descritas. Além disto, outras miosinas recentemente
identificadas por analise genética possuem peso molecular acima de miosina
11, assim como o polipeptideo principal. Tais miosinas sdo. A miosina VII
identificada como um gene defectivo em um camundongo mutante recessivo
Para surdez (Gibson et al, 1995) ¢ em humanos na sindrome de Usher tipo
IB, uma doenca recessiva caracterizada pela surdez congénita, disfuncdo

Vvestibular e retinite pigmentosa (Weil et al, 1995). Anélise por imunoblot
a VII, em varios vertebrados, ¢ um

revelou que a cadeia pesada da miosin
). A miosina IX de

Polipeptideo de cerca de 240 KDa (Hasson et al, 1995
Tatos Myr 5 (Reinhard et al, 1995) e a miosina humana IXb (Bement et al,

1994) foram identificadas em VArios tecidos, entre estes o cérebro, como
KDa respectivamente (para revisdo ver

Polipeptideos de 225 KDa € 229
cteristicas bioguimicas destas

Mooseker & Cheney, 1995). Porém, as cara
Protefnas ainda ndo sdo conhecidas.

O peso molecular do polipeptideo principal também ndo esta de
ndo sdo motores moleculares como por
ra-se embebida na membrana

abundante no sistema

acordo com outras ATPases que
exemplo: A Na'/K™-ATPase que encont

plasmatica de diversos tipos celulares sendo bem
ois tipos de subunidades: o (112 KDa) ¢ f3 (~40

mo um tetramero a3z (para revisdo ver

110 KDa), situada na membrana do

nervoso, ¢ constituida de d

KDa) associadas na membrana co
Dah] & Hokin, 1974). A Ca?*-ATPase (

2
reticulo endoplasmatico, transporta Ca
de protons de membranas de

1985). A bomba
exo F1Fo, onde F; cataliza a hidrdlise

+ ativamente para fora da célula

(MacLennan et al,

Mitocondria ¢ constituida pelo compl | |
ocagdo de protons através da

1
de ATP (ATPase) e Fo promove a trans |
( ) a ATPase Fi mitocondrial possul de 300 a 400

membrana. Em mamiferos,
os de subunidades com peso molecular de 6

KDa> sendo constituida por 6 tip

a 56 KDa (para revisdo ver Fillingame, 1980).



Para verificar se a ATPase da fragio PC ¢ uma miosina foi

determinado o seu efeito na sedimentagdo da actina sob baixa velocidade de
Centrifugaciio (Polard & Cooper, 1982). Sob as condigdes deste ensaio F-
actina sozinha ndo sedimenta durante a centrifugagao a 12.000 g. Entretanto,
a adigio de baixa concentragdo de miosina resulta na cosedimentagdo da

acti .. ‘
Ctina com miosina quando ATP esta ausente, mas ndo quando ATP esta
pindola et al, 1992). Deste modo, parte

Presente (Polard & Cooper, 1982; Es
u com F-actina na auséncia de ATP

do polipeptideo principal cosedimento

em baixa velocidade de centrifugagdo, 0 qu

ATP (figura 18).
A cosedimentagfo do polipeptideo principal com actina levantou a

e ndo ocorreu na presenga de

Possibilidade deste polipeptideo ser miosina. Coelho & Larson (1993)

mostraram a rapida degradagao de miosina V de cérebro por calpaina
adamente 135, 80 ¢ 65 KDa. A proteodlise

fragdo PC mostrou degradac¢do de dois
peptideos de alto peso molecular,

e aproximadamente 130 KDa

omofenol (figura 19).

gerando fragmentos de aproxim
por calpaina dos polipetideos da
polipeptideos entre 45-66 KDa e dos poli
20 mesmo tempo em que Surge um fragmento d

além de outros fragmentos situados junto a frente de br
gimilaridades ~ com miosina V, nenhum

Apesar  dessas
Polipeptideo da fragdo PC foi marcado por anticorpos contra o dominio
Cabega de miosina V em imunob

mostram, também, que diferente das

atividade K*-EDTA ATPasica, possui ativid
¢ Ca*-ATPésica € @ ativida

disto, a atividade Mg™
quanto que as miosinas 1 e V apresentam

lot (figura 20). Dados de Santos (1997)
miosinas, a fragao PC ndo possui
ade Mg**-ATPésica vinte vezes
de Mg**-ATPésica ndo ¢

maior que a atividad
.ATPasica da fragdo PC

estimylada por actina. Além
¢ inibida por calmodulina, €t
imodulina (Santos, 1997).

s subunidades de alto peso molecular

a, ela também cosedimenta com

estimulagdo desta atividade por ¢

A fodrina ¢ constituida por dua

(0:240 e p:235 KDa) ¢, semelhante 4 miosin
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acti o , .
tha e sofre protedlise por calpaina produzindo fragmentos em torno de

130 KDa (Glenney et al, 1982a; Glenney et al, 1982b; Burridge et al, 1982).
0 polipeptideo principal da fragdo PC foi marcado por um anticorpo
especifico para a subunidade o da fodrina (figura 21). Além disto, o

fragmento de 130 KDa gerado da protedlise por calpaina também foi
Marcado pelo anti-fodrina provando ser este derivado da clivagem do
Polipeptideo principal nesta fragdo (figura 22). Fodrina tem um sitio ligante
de calmodulina na subunidade o (para revisdo ver Bennett, 1990). Como era

csperado dos dados anteriores, O polipeptideo

PC ficou retido em coluna de CaM-Agarose, como pode ser demonstrado
resultados, descarta-se a

principal presente na fragdo

por SDS-PAGE (figura 23). Com base nestes
suspeita de que o polipeptideo principal seja 0 responsavel pela atividade

tividade ATP4sica.
o o polipeptideo principal ndo foi
gacdo a calmodulina (figura

ATPisica, pois fodrina ndo tem 2

Diferente do que era esperad

marcado pelo anti-calmodulina 10 ensaio de i
se de que o lote do anticorpo utilizado

26). Posteriormente, suspeitou-
estivesse trocado uma vez que, i ensaios paralelos no nosso laboratorio, o

controle feito com calmodulina de cérebro bovino, também, ndo foi marcado

com este anticorpo. Porém, este ensaio foi importante pela marcagdo de

outro polipeptideo como serd discutido abaixo.
Os polipeptideos de alto pese molecular que foram observados nas
CaM, neste com menor intensidade (figura 23),

ﬁagﬁes € no “VOl.d”
levantam a suspeita de saturagdo da coluna ou de sobreposicdo de
Polipeptideos diferentes N0 gel. A ativi

A . ~ (43

ndo foi detectada nem nas fragdes nett no “vo
ida na coluna. Entretanto, 1
s eluigdo da coluna com EGTA 2 mM e uréia

dade ATPasica, neste experimento,
id”, o que levou a pensar que
wenhum polipeptideo foi

ela ainda poderia estar ret
observado em SDS-PAGE apo

8M.
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Suspeita-se que a eluigio da coluna com uréia e EGTA causou danos
ha resina pois, em outro experimento realizado, o polipeptideo principal se
ligou fracamente a coluna, como observado pelo imunoblot sondado com
anti-fodrina, enquanto que houve marcagao deste polipeptideo no

void”(figura 24). Corroborando a suspeita, observou-se que este resultado
D80 esta de acordo com a intensidade do polipeptideo principal, em SDS-

PAGE, do primeiro experimento (figura 23). A figura 25 mostra que a

atividade Mg?"-ATPésica também saitt no “void”.
No ensaio de ligagdo a calmodulina, um polipeptideo de 50 KDa da

fragdo PC foi marcado (figura 26). Este resultado junto com a degradagdo

por calpaina do polipeptideo de 50 KDa

deste polipeptideo ser a subunidade o de CaM-quinase 1.
A proteina quinase tipo 1 dependente de calmodulina (CaM

(figura 19) levantou a possibilidade

quinase IT) ¢ uma proteina quinase multifuncional encontrada principalmente

no cérebro. A enzima purificada de cérebro de rato tem um peso molecular
nativo de 550-650 KDa e ¢ composta de d
KDa) e g/’ (60 ¢ 58 KDa) que na pres
calmodulina (para revisdo Vel Nairn €
polipeptideo de 50 KDa, a CaM-quinase II t
fosfocelulose em pH 6,9 sendo eluida por alt
1988 ¢ 1995) e também € substrato de calp
1989). Corroborando estes dados, © polipeptide

foi marcado com anticorpo especifico para a sub
II (figura 27).
A CaM-quinas

Miosina V, sinapsina I, MAP
m et al,
a fragio PC sofreu fosforila

uas subunidades diferentes: o (50
enca de calcio também ligam a
t al, 1985). Semelhante ao
ambém ¢ retida em coluna de
eracdo para pH 8,0 (Coelho,
afna (Kwiatkowski & King,
o de 50 KDa da fragfo PC
unidade o da CaM quinase

4rias proteinas tais como

e I incorpora fosfato em Vv
s cadeias polipeptidicas

.2, além de suas propria
1985). Entretanto, observou-se que o

¢do endogena (figura

to (Coelho, 1988), a

(para revisio ver Nai
polipeptideo de 50 KDa d

28) e diferente de uma fragdo isolada de cérebro de ra
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(figura 28).
PC sofreu

o estimulou a fosforilagdo

adicio de calcio/calmodulina ni
utro polipeptideo da fragdo

Observou-se, também, que nenhum 0
ptideo de 50 KDa pode ter sido

fosforilagdio (figura 28). Por ist0: © polipe
rrer desta, por desnaturagao,

preparagdo © no deco
oa capacidade de auto

fosforilado durante a
fosforilagdo e de fosforilar

t . .
ornou-se inativo, perdend
originando uma forma

o PC. A desnaturagdo,
ptideo de 50 KDa

outros polipeptideos da fraga
de CaM quinase I inativa, pode ex

na . .
%o ficou retido na coluna de afinidad
a, neste trabalho, de

plicar porque © polipe

ea calmodulina.
A descobert que © polipeptideo principal da

fragio PC ¢ fodrina, el

atividade Mg -ATPasica d

purificagio da atividade Mg ATPasica obtido 1@

(1997), uma vez que © principal polipeptideo desta pre
postram uma separag

0SS0 laboratc’)rio 1
SO molecular mostrando que @ atividade

acima de fodrina (¢

mina a possibilidade de ser O responsavel pela
plica 0 pequeno  grau de
fragdo PC por Santos

paragdo é fodrina.

o fragdo. Isto X

Dados recentes no I jo parcial das
duas bandas de alto P€ ATPasica
acompanha 0 polipeptideo

No entanto, outros experimentos precisam ST re

identificar a ATPase desta fragdo.

omunicagao pessoal, Cunha).

alizados para purificar e
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6-CONCLUSOES

50 PC € a subunidade o da fodrina

rincipal da frag
pasica desta fragdo.

1)- O polipeptideo P
a atividade AT

0 ~ ’ ’
portanto, nao ¢ responsavel pe

de o de CaM-quinase 1I, que

aéa subunida
preparagdo € 10 decorrer desta se

apacidade de autofosforilagdo € de

s Hacd
ofreu fosforilagao €1
fosforilar

perdendo @ €
a fragdo PC.
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