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1-INTRODUÇÃO

1.1-CITOESQUELETO

As células eucarióticas 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 manutenção da morfologia celular, 

divisão, migração, adesão, interação célula-célula e possivelmente a 

transferência de informação desde a membrana plasmática até o núcleo, 

afetando assim a expressão gênica (Niggli & Burger, 1987).

A mais fina das fibras são os microfilamentos que possuem um 

diâmetro de 7 nanômetros e são constituídos de subunidades da proteína 

actina em homopolímeros lineares (para revisão ver Carraway & Carraway, 

1989). A G-actina é uma proteína globular de peso molecular 45 kDa, a qual 

polimeriza em filamentos formando F-actina (figura 1), para realizar muitas 

de suas funções biológicas (para revisão ver Hennessey et al, 1993). Cada 

molécula de actina é uma proteína de cadeia simples contendo cerca de 375 

resíduos de aminoácidos, cuja sequência e propriedades bioquímicas são 

altamente conservadas evolutivamente, estando presente em todas as células 

eucarióticas (para revisão ver Kabsch & Vandekerckhove, 1992). A actina 
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purificada, mantida em condições de baixa força iônica, é um monômero que 

por adição de sal e ATP, polimeriza espontaneamente formando F-actina. 

Este processo é reversível e é base de muitos procedimentos de purificação 

(para revisão ver Kabsch & Vandekerckhove, 1992). A polimerização da 

actina é mn processo dinâmico regulado pela hidrólise de um nucleotídeo 

(no caso, o ATP) ligado firmemente ao monômero (para revisão ver Kabsch 

& Vandekerckhove, 1992; Mullins et al, 1996). Nas células, 

aproximadamente a metade da actina é mantida sob a forma monomérica 

(Kom, 1982) através da sua ligação com proteínas tais como a profilina 

(para revisão ver Way & Weeds, 1990; Hennessey et al, 1993). A 

polimerização pode ser regulada por sinais externos que se ligam a 

receptores na superfície celular (Lassing & Lindberg, 1985). As diversas 

formas poliméricas da actina estão em equilíbrio dinâmico entre elas e com a 

G-actina monomérica. Logo abaixo das membranas celulares existem formas 

de actina que não estão definidas nem como microfílamentos nem como G- 

actina. São filamentos curtos de actina (protofílamentos) que por exemplo 

unem tetrâmeros de espectrina. O estado da actina na célula e a organização 

dos microfílamentos depende de um grupo diverso de proteínas ligantes de 

actina (para revisão ver Carraway & Carraway, 1989).

Os microtúbulos são filamentos tubulares de cerca de 24 

nanômetros de diâmetro constituídos de heterodímeros de tubulina a e p 

(figura 2). Cada dímero é run complexo de aproximadamente 100 kDa (para 

revisão ver Cassimeris et al, 1987). Os microtúbulos são encontrados em 

cílios e flagelos em estruturas altamente organizadas nas quais nove pares de 

microtúbulos externos estão dispostos ao redor de dois microtúbulos
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centrais (para revisão ver Wallin & Strõmberg, 1995). Esta organização, a 

qual é mantida por diversas proteínas associadas, está envolvida na geração 

de movimentos de flexão dos cílios e flagelos usando a energia proveniente 

da hidrólise do ATP pela dineína, uma ATPase associada a microtúbulos 

(para revisão ver Carraway & Carraway, 1989). Os microtúbulos são 

também encontrados no citoplasma das células, irradiando do centro da 

célula durante a intérfase (Brenner & Brinkley, 1981). Durante a rnitose 

estes microtúbulos são despolimerizados e microtúbulos do fuso mitótico 

são formados (Connolly & Kalnins, 1980). A polimerização ou 

despolimerização dos microtúbulos durante a mitose ou formação dos cílios, 

envolve o crescimento de microtúbulos dos centros de organização de 

microtúbulos, nas regiões dos centríolos ou corpos basais, respectivamente 

(figura 3). Polimerização e estabilização parecem ser estimuladas por duas 

classes de proteínas associadas a microtúbulos (Connolly & Kalnins, 1980): 

MAPs, que são polipeptídeos grandes, > 250 kda, e proteínas tau, 60-70 kda 

(para revisão ver Carraway & Carraway, 1989). MAPs estão envolvidas na 

associação dos microtúbulos com microfílamentos (Sattilaro et al, 1981; 

Griffitli & Pollard, 1982) e dos microtúbulos com neurofílamentos 

(Leterrier, 1982). Tanto os microtúbulos quanto os microfílamentos são 

polares, ou seja, as duas extremidades do polímero são diferentes. Há tuna 

extremidade de crescimento rápido, denominada de extremidade positiva (+) 

para microtúbulos e microfílamentos e a extremidade de crescimento lento é 

a extremidade negativa (-) (Mitchison, 1992). Esta diferença é usada pela 

célula para promover a organização espacial. Em uma célula típica, como o 

fíbroblasto, os microtúbulos estão dispostos com as extremidades positivas 

na periferia da célula (Heidemann et al, 1981) (figura 4). A polaridade 

também controla a direção de movimento das proteínas motoras (Mitchison, 

1992) como, por exemplo, a dineína que é responsável pelo transporte 

centrípeto (Paschal & Vallee, 1987; Lin & Collins, 1992), enquanto a 
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cinesina realiza movimento centrífugo (Vale et al, 1985) (figura 4). A 

maioria dos microtúbulos nos axônios possui a mesma orientação que nos 

cílios e flagelos, com as extremidades (+) próximas à terminação do axônio 

(sinapse) e as extremidades (-) próximas ao corpo celular (Heidemann et al, 

1981; Burton & Paige, 1981). O transporte de organelas nos axônios ocorre 

em dois sentidos, anterógrado (para longe do corpo celular) e retrógrado 

(para perto do corpo celular), correspondendo ao movimento para as 

extremidades (+) e (-) dos microtúbulos nos axônios, respectivamente (para 

revisão ver Vallee & Shpetner, 1990). Com relação aos centrossomos, as 

extremidades (+) são distais e as (-) são proximais (Salmon & Wadsworth, 

1986; Mclntosh, 1984) (figura 4).

Os filamentos intermediários são estruturas fibrilares de 

aproximadamente 10 mn e suas proteínas constituintes variam de acordo 

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

1.2-FODRINA

O citoesqueleto celular está envolvido em processos fundamentais 

como divisão celular, migração celular, mudança de forma, adesão celular, 

interação célula-célula e possivelmente também na transferência de 

informação da membrana plasmática para o núcleo, assim afetando a 

expressão gênica (para revisão ver Niggli & Burger, 1987). Para exercer 

estas funções, os filamentos precisam estar ancorados à membrana 

plasmática. Investigações do mecanismo de interação membrana- 

citoesqueleto foram realizadas inicialmente em eritrócitos, que constituem 

um excelente modelo experimental de estudo. Várias proteínas do 

citoesqueleto, que antes acreditava-se serem únicas dos eritrócitos, foram 

encontradas largamente distribuídas em diferentes tipos celulares (para 

revisão ver Niggli & Burger, 1987).
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célula interfásica

Figura 3: A orientação dos 
microtúbulos nas células 
(Alberts et al, 1997).

• vesícula ligada a quinesina 
■m» microtúbulo

Figura 4: Transporte de vesículas pela cinesina e dineína em um fibroblasto 
(A) e no axônio de um neurônio (B) (Alberts et al, 1997 ).
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Espectrina, o maior componente da membrana esquelética do 

eritrócito, é um heterodímero composto de duas cadeias polipeptídicas: 240 

(a) e 220 (£) kDa (Shotton et al, 1979). As duas cadeias são homólogas, 

com aproximadamente 35% de identidade, consistindo em unidades 

repetidoras com 106 aminoácidos (Speicher, 1986; Speicher & Marchesi, 

1984) (figura 5). As subunidades a e |3 associam-se para formar 

heterodímeros por interações nas extremidades das subunidades e por 

contatos em múltiplos sítios ao longo de seus comprimentos (Morrow et al, 

1980; Shotton et al, 1979; Tyler et al, 1979) (figura 5). No heterodímero as 

duas subunidades estão alinhadas lado a lado, em tuna orientação 

antiparalela, para constituir uma molécula flexível com 100 mn de 

comprimento (Shotton et al, 1979). As extremidades onde dois dímeros 

associam-se para formar um tetrâmero (200 nm de comprimento) são ] 

denominadas cabeças (Shotton et al, 1979). A consequência do arranjo hj

cabeça-cabeça das subunidades é que a espectrina não forma filamentos >3

prolongados como ocorre em uma organização cabeça-cauda (figura 6). As | 

subunidades estão arranjadas com a extremidade N-tenninal de cada j 

subunidade a associada com a extremidade C-terminal de cada subunidade 

P no heterodímero adjacente (Harris & Lux, 1980; Speicher et al, 1983II; 

Speicher et al, 1983;. Speicher et al, 1982). O tetrâmero de espectrina liga- 

se à superfície da membrana plasmática por uma interação de alta afinidade 

com fosfoproteínas denominadas anquirinas (Bennett & Stenbuck, 1979a) 

(figura 6). A anquirina liga-se à subunidade p da espectrina (Calvert et al, 

1980), aproximadamente 200 Â do sítio de junção dos heterodímeros (Tyler 

et al, 1979). A despeito da disponibilidade de dois sítios ligantes de 

anquirina por tetrâmero de espectrina, a estequiometria na superfície da 

membrana é de uma molécula de anquirina ligada por tetrâmero de 

espectrina (Goodman & Weidner, 1980). A anquirina é, por sua vez, ligada 

à membrana através do domínio citoplasmático da proteína transmembrana 



banda 3 (Bennett & Stenbuck, 1979b) (figura 6). A proteína banda 3 atua 

como um transportador de ânion, o qual possibilita ao CO2 cruzar a 

membrana dos eritrócitos em processo de troca com o Cl' (Jay & Cantley, 

1986; Jennings, 1985). Devido ao fato dos tetrâmeros de espectrina serem 

formados pela associação cabeça-cabeça dos heterodímeros, outras 

proteínas ligantes são requeridas para formar a rede bidimensional da 

membrana esquelética (figura 6). Protofilamentos consistindo de 20 

monômeros de actina (Shen et al, 1984) e a proteína 4.1 (fosfoproteína 

periférica da membrana de eritrócitos) ligam-se às extremidades terminais 

do tetrâmero de espectrina (Tyler et al, 1979), unindo moléculas de 

espectrina adjacentes em uma rede bidimensonal (para revisão ver Goodman 

& Shiffer, 1983 e Goodman et al, 1984) (figura 6). Sendo assim, os 

tetrâmeros de espectrina associam-se com oligômeros de actina via proteína 

4.1. Esta rede é ligada à membrana principalmente pela anquirina e proteína 

4.1. A proteína 4.1 liga-se tanto ao domínio citoplasmático da banda 3 

quanto da glicoforina, outra proteína transmembrana (para revisão ver 

Goodman & Zagon, 1986; Bennett, 1990).

A fodrina compreende 2-3% da proteína total em homogeneizado 

de cérebro e suas subunidades a e £ tem 240 e 235 kDa respectivamente 

(para revisão ver Goodman & Zagon, 1986). Há um sítio ligante de 

calmodulina na subunidade a (para revisão ver Bennett, 1990). Em células 

neuronais, fodrina move ao longo do axônio com velocidade similar a actina, 

miosina e proteínas baseadas em microtúbulos (Levine & Willard, 1981). 

Estudos in vitro demonstraram que a fodrina pode afetar certos processos 

incluindo polimerização de G-actina, ligação cruzada de F-actina (Glenney 

et al, 1982) e a modulação da atividade Mg^-ATPásica da actomiosina de 

músculo (Wang et al, 1987). Wang et al (1987) demonstraram que fodrina é 

capaz de estimular a atividade Mg2+-ATPásica de actomiosina de músculo 

liso de uma maneira dependente de cálcio e calmodulina. Esta estimulação



9
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CADEIA «

P elo flexível 
entre os domínios domínio com 106 
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Figura 5: Heterodímero de espectrina de eritrócitos humanos (Alberts et al, 
1997).

banda 4,1
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glicoforina J

10 nm

banda 4,1

Figura 6: O citoesqueleto, baseado em espectrina, sobre o lado 
citoplasmático da membrana do eritrócito humano (Alberts et al, 1997).
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depende de outras condições específicas incluindo uma concentração crítica 

de fodrina, pré-incubação da actina e miosina a 30°C, miosina fosforilada e 

a presença de tropomiosina. Estas observações sugerem um papel da fodrina 

na regulação da contração do músculo liso, além de demonstrar o efeito de 

cálcio e calmodulina na função da fodrina (Wang et al, 1987).

1.3-MO  TORES MOLECULARES

Muitos movimentos em células eucarióticas dependem da ação 

dos motores moleculares baseados no citoesqueleto. Esses motores são 

enzimas que acoplam a hidrólise de ATP ou outro nucleotídeo trifosfato para 

geração de força e movimento relativo aos filamentos do citoesqueleto, 

ambos actina ou microtúbulos (Scholey, 1990). Os motores moleculares são 

classificados em três famílias de proteínas: As miosinas utilizam filamentos 

de actina como trilhos para movimento, enquanto as cinesinas e dineínas 

movem sobre trilhos de microtúbulos (para revisão ver Endow & Titus,

1992).

1.3.1-MIOSINA

As miosinas, sob interação com filamentos de actina, convertem a 

energia liberada pela hidrólise do ATP em trabalho, participando em 

atividades bem diversas como contração muscular, movimento celular, 

citocinese e transporte de organela (para revisão ver Warrick & Spudick, 

1987). Existe tuna grande superfamília de genes de miosina amplamente 

expressa. Em adição à já bem caracterizada miosina II convencional de duas 

cabeças (domínio motor ou porção globular N-terminal da cadeia pesada 

responsável pela atividade ATPásica e motora) e com capacidade de formar 

filamentos em músculo e células não musculares, foram identificadas ao 

menos dez classes de miosinas. Em vertebrados no mínimo sete das dez 
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classes são expressas e muitas miosinas podem ser expressas em um único 

tipo de célula (para revisão ver Mooseker & Cheney, 1995).

A miosina clássica de músculo foi denominada miosina II por 

apresentar duas cadeias polipeptidicas, que possuem duas cabeças na 

extremidade N-terminal. A dimerização ocorre pelo enrolamento de duas 

cadeias em a-hélices (a-hélice super espiralada) formando uma estrutura 

torcida na região C-terminal, coordenada pela associação dos aminoácidos 

hidrofóbicos distribuídos regularmente ao longo da cadeia. A estrutura 

torcida forma, em solução, um bastão estendido e, por isso, esta parte da 

molécula é denominada domínio em bastão ou cauda. A cauda destas 

miosinas é capaz de formar filamentos (figura 7). As miosinas II estão 

presentes em células musculares e não musculares (para revisão ver Kom & 

Hammer, 1988; Warrick & Spudick, 1987).

A primeira miosina encontrada em Acanthamoeba castellanii foi 

denominada miosina 1. Esta miosina possui uma única cadeia pesada e não é 

capaz de formar filamentos por falta da cauda em a-hélice super espiralada, 

presente nas miosinas da classe II (Pollard & Kom, 1973) (figura 8). 

Miosinas com a mesma característica 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 extrapolação, todas as miosinas que não possuíam uma cauda em 

oc-hélice super espiralada capaz de formar filamentos eram consideradas 

membros da classe I de miosinas (para revisão ver Kom & 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 cabeças 

e uma cauda em a-hélice super espiralada capaz de formar filamentos e não 

convencionais ou miosinas I para as miosinas que não são capazes de formar 

filamentos (Cheney & Mooseker, 1992).

6I
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Figura 7: Esquema da miosina II representando as duas cadeias pesadas e 
quatro cadeias leves (Gulick & Rayment, 1997).

h2n COOH miosina-l

sitio de ligação
ao ATP

sitio de ligação 
a actina

H,N COOH miosina-ll

500 aminoácidos

Figura 8: Esquema de dois membros da família das miosinas mostrando seus 
sítios conservados de ligação ao ATP e à actina (Alberts et al, 1997).
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Através da análise de mutações, 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 MY02 de 

levedura (Johnston et al, 1991). A estrutura primária deduzida do gene Nina 

C revelou que esta miosina possui um domínio cinase de 30 kDa (nariz) na 

extremidade N-terminal (Montell & Rubin, 1988). Estudos bioquímicos 

também levaram à identificação de uma miosina ligante de calmodulina em 

cérebro de vertebrados denominada inicialmente de pl90 (Larson et al, 1986; 

Larson et al, 1988; Larson et al, 1990; Espíndola et al, 1992 e Espreáfíco et 

al, 1992). Devido à diversidade destas miosinas, a classificação em apenas 

dois grupos (miosinas I e II) não era adequada. Uma comparação detalhada 

da sequência de aminoácidos dos domínios cabeças nas miosinas levou à 

conclusão de que essas proteínas deveríam ser agrupadas em várias classes 

distintas (Espreáfíco et al, 1992; Goodson & Spudich, 1993; para revisão 

ver Mooseker, 1993). Para esta classificação foi proposta uma ordem 

cronológica das descobertas de novas classes de miosinas (Cheney et al,

1993).  Em geral, miosinas de uma determinada classe ou subclasse mostram 

domínios cauda estruturalmente similares sugerindo que cada classe está 

associada com um conjunto específico de funções conservadas (para revisão 

ver Mooseker & Cheney, 1995).

Todas as miosinas conhecidas mostram um domínio cabeça 

estruturalmente conservado onde estão os sítios de ligação à actina e AIP, 

um domínio pescoço (ou regulatório) onde ligam-se as cadeias leves e um 

domínio cauda específico de cada classe (para revisão ver Mooseker & 

Cheney, 1995). O domínio “pescoço” consiste de um número variável de 

repetições em série de uma sequência de aproximadamente 23 resíduos de 

aminoácidos básicos e hidrofóbicos, cujos resíduos na maioria conservados 

estão de acordo com o consenso IQxxxRGxxxRK (Mercer et al, 1991; 

Cheney & Mooseker, 1992). Em algumas miosinas, tais como a miosina I 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 sítios de ligação para a 

calmodulina (Espreáfíco et al, 1992; Mooseker et al, 1991). Uma 

característica do domínio cauda de miosinas de diferentes classes é a 

presença de regiões que formam segmentos de oc-hélice enrolados em 

espiral, o que sugere que estas miosinas formam dímeros. Outra propriedade 

atribuída aos domínios cauda de diversas miosinas não convencionais é a 

habilidade de interagir com membranas diretamente por ligação a 

fosfolipídeos ou hipotéticamente via receptores protéicos; mais 

surpreendentemente outras miosinas possuem domínios (SH3, cinase, PH e 

ativadores de GTPase) usualmente associados com transdução de sinal (para 

revisão ver Mooseker & Cheney, 1995).

As miosinas geralmente expressam alta atividade K+-EDTA 

ATPase (atividade na presença de alta concentração de KC1 e sem cátions 

divalentes), alta atividade Ca2+-ATPase e baixa atividade Mg2+-ATPase 

(Pollard, 1982; Nascimento et al, 1996). Quando a miosina interage com 

filamentos de actina ocorre estimulação de sua atividade Mg2+-ATPase 

(Pollard, 1982). A interação de miosina e actina de células não musculares 

produz tuna força de deslizamento semelhante à do músculo, embora a 

quantidade e a organização da miosina nessas células seja bem inferior à das 

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

1.3.2-DINEÍNA

As dineínas foram primeiro descritas como estruturas 

semelhantes a braços laterais presentes em pares de microtúbulos externos 

de axonemas de cílios e flagelos (Gibbons, 1965). Esses braços são 

ATPases responsáveis pela geração de movimentos de deslizamento entre 

microtúbulos e causam o batimento de cílios e flagelos. Os nove pares 

externos de microtúbulos, que carregam os braços de dineína, estão fixos em 
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um anel por ligações entre os pares chamadas ligações de nexina. Em muitos 

casos, este anel rodeia um núcleo central de 2 microtúbulos isolados 

formando a estrutura característica 9 + 2 de um axonema (figura 9). Essas 

estruturas forçam e coordenam o deslizamento de microtúbulos induzido 

pela dineína axonemal para gerar a ondulação flagelar (Gibbons, 1981).

As dineínas de modo geral possuem entre 1000 e 2000 kDa (para 

revisão ver Vallee, 1993). Estudos ultraestruturais mostram que cada 

molécula de dineína possui duas ou três cadeias pesadas onde encontram-se 

as cabeças globulares contendo os sítios para hidrólise de ATP e ligação de 

microtúbulos (para revisão ver Scliroer, 1994). As cabeças são ligadas por 

hastes a um domínio basal, o qual é tão largo quanto as cabeças mas bem 

menos definido estruturalmente. Em adição, as dineínas contem um número 

altamente variável de cadeias intermediárias e leves (para revisão ver 

Vallee, 1993). A cadeia pesada de várias dineínas contém múltiplos sítios 

ligantes de nucleotídeos (envolvidos na ligação de y-fosfato e hidrólise em 

ATPases e GTPases), que foram denominados P-loops (Walker et al, 1982; 

Saraste et al, 1990). Na cadeia pesada (p) de dineína flagelar de ouriço-do- 

mar foram observados 5 P-loops (Gibbons et al, 1991; Ogawa, 1991). Um 

P-loop, encontrado perto da extremidade N-terminal, não foi encontrado em 

outras formas de cadeia pesada de dineína. Os outros 4 P-loops estão 

espaçados em intervalos de aproximadamente 35 a 40 kDa na região central 

do polipeptídeo (para revisão ver Holzbaur & Vallee, 1994). A primeira 

sequência entre os quatro elementos P-loop é muita conservada entre as 

formas de dineína analizadas até o momento e pode ser o principal sítio da 

hidrólise de ATP (Gibbons et al, 1991).

A forma citoplasmática da dineína foi isolada de tecido cérebral 

como o motor molecular responsável pelo transporte axonal retrógrado de 

organelas, assim como o transporte centrípeto de endossomos, lisossomos e



elementos do complexo de Golgi (figura 10) nas células em geral (Paschal & 

Vallee, 1987; para revisão ver Holzbaur & Vallee, 1994).

A dineína citoplasmática de cérebro bovino é composta de 2 

cadeias pesadas de 532 kDa, 3 cadeias intermediárias de 74 kDa e 4 

cadeias leves de 59, 57, 55 e 53 kDa (para revisão ver Holzbaur & Vallee,

1994) (figura 11).

A atividade ATPásica de dineína citoplasmática de cérebro é 

estimulada por microtúbulos (Paschal et al, 1987). Microtúbulos agem como 

ativadores específicos e saturáveis da atividade Mg2+-ATPásica da dineína. 

A ativação é fortemente afetada por força iônica e pela presença de agentes 

redutores durante a purificação. A estimulação da atividade ATPásica por 

microtúbulos diminui com o aumento da força iônica sendo abolida por 

concentrações de KC1 acima de 200 mM, provavelmente por um decréscimo 

na afinidade da dineína por microtúbulos (Shpetner et al, 1988). A atividade 

ATPásica da dineína de cérebro requer cátions divalentes sendo mais alta na 

presença de magnésio do que de cálcio (Pratt et al, 1984; Shpetner et al, 

1988). A dineína de cérebro difere de outras formas de dineína na 

especificidade de nucleotídeos. Ela hídroliza GTP, CTP e TTP em taxas 

maiores que ATP. Entretanto, hidrólise destes nucleotídeos não foi 

estimulada por microtúbulos (Shpetner et al, 1988) e diferente do ATP não 

gerou movimento (Paschal & Vallee, 1987; Shpetner et al, 1988). A 

atividade Mg2*-ATPásica estimulada por microtúbulos e a transi ocação de 

microtúbulos “in vitro” pela dineína citoplasmática são inibidas por EHNA, 

NEM e vanadato, mas não por oligomicina, azida ou ouabaína (Paschal & 

Vallee, 1987).
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Figura 9: O arranjo 
dos microtúbulos em 
um cílio ou flagelo 
(Alberts et al, 1997).
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Figura 10: O posicionamento 
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microtúbulos
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Figura 11: Modelo estrutural 
da dineína de cérebro 
(Vallee et al, 1989).
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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 purificação envolve a cosedimentação da 

proteína com microtúbulos na presença de um análogo do ATP, AMP-PNP 

(Vale et al, 1985). Esta proteína purificada inicialmente 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 ouriço-do-mar 

(Scholey et al, 1985), promove o movimento dos microtúbulos em superfície 

de vidro e de partículas ao longo de microtúbulos.

A cinesina converte a energia liberada da hidrólise do ATP em 

movimento unidirecional ao longo de microtúbulos (Goldstein, 1991), sendo 

responsável pelo movimento centrífugo (Vale et al, 1985) e pelo transporte 

axonal anterógrado (Endow & Titus, 1992) (figuras 4 e 11).

A cinesina isolada de vários tecidos é geralmente um tetrâmero 

(a2P2) que consiste de duas cadeias a pesadas e duas cadeias P leves. As 

cadeias pesadas possuem entre 110-134 kDa, enquanto as cadeias leves 

possuem entre 60-80 kDa e estão localizadas na extremidade C-terminal de 

cada cadeia pesada. A cadeia pesada da cinesina consiste de três domínios 

principais: 1)-A cabeça que é um domínio globular visível por microscopia 

eletrônica situado na extremidade N-tenninal de cada cadeia pesada (Amos, 

1987; Hirokawa et al, 1989; Scholey et al, 1989). Cada cabeça é composta 

de aproximadamente 450 aminoácidos e contém os sitios para a ligação de 

microtúbulos e a hidrólise de ATP (Yang et al, 1989). 2)-Ligada à cabeça 

globular está a longa cauda, 50-60 nm (Amos, 1987; Hirokawa et al, 1989; 

Scholey et al, 1989), a qual consiste de uma "haste" e uma "região terminai". 

A cauda é uma a-hélice super espiralada com base na predição de sua 

sequência de aminoácidos, espectroscopia de dicroísmo circular (CD), 

microscopia eletrônica e experimentos de ligação química cruzada (para 

revisão ver Goldstein, 1991). 3)-A extremidade C-terminal da cadeia pesada 
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dobra-se formando uma segunda região globular onde estão os sítios de 

ligação das cadeias leves e da carga transportada pela proteína (para revisão 

ver Cole & Sclioley, 1995) (figura 12). As cinesinas mostram sequências da 

cauda distintas umas das outras (figura 12). Aparentemente cada uma destas 

tem um papel fisiológico diferente se ligando a diversos constituintes. As 

diferentes caudas podem funcionar para a ligação de diferentes cargas a 

serem transportadas (para revisão ver Goldstein, 1991).

Um grande número de cinesinas foram identificadas pela análise 

genética de mutantes (Enos & Morris, 1990; Otsuka et al, 1991; para 

revisão ver Goldstein, 1991) (figura 12). Estas proteínas tem uma região de 

aproximadamente 340 aminoácidos que é 35-45% idêntica à região cabeça 

da cinesina de axoplasma de lula (Enos & Morris, 1990; para revisão ver 

Goldstein, 1991). Geralmente esta região é encontrada nas extremidades N- 

terminal de cinesinas identificadas em diversos organismos tais como: 1)- O 

produto do gene BimC (bloqueado em mitose C) de Aspergilhis nidulans foi 

determinado pela análise do DNA de um mutante mitótico sensível à 

temperatura que é incapaz de completar a divisão nuclear (Enos & Morris,

1990) . 2)- A identificação do gene Cut7 de Schizosaccharomycespombe foi 

feita pela análise do mutante cut7-446 que mostrou uma formação anormal 

do fuso em temperatura restritiva (Hagan & Yamagida, 1990). 3)- Eg5 foi a 

primeira cinesina relatada em vertebrados. Foi identificada como um RNA 

que é 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 acumulação de numerosas vesículas no corpo celular 

neuronal (Hall & Hedgecock, 1991).

Certas cinesinas como Kar3 e Ncd possuem a região motora na 

extremidade C-tenninal (figura 12). Mutantes do gene Kar3 (Karyogamv- 

defective) de Saccharomyces cerevisiae exibem eficiência reduzida da fusão 

nuclear durante a conjugação (Meluh & Rose, 1990). Estudos do mutante
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Ncd (non çlaret disjunctional) de Drosophila melanogaster mostram 

alterações na cor dos olhos e na distribuição de cromossomos durante a 

meiose (Endow et al, 1990). Assim como os mutantes Ncd, Nod (no 

distributive disjunction) causa a não separação e a perda dos cromossomos 

na meiose (Zhang et al, 1990).

A cinesina purificada de cérebro bovino é uma molécula 

tetramérica do tipo oc202, com duas subunidades a de 120 kDa e duas 

subunidades 0 de 62 kDa (Kuznetsov et al, 1988). Na ausência de 

microtúbulos, a cinesina apresenta atividade Ca2+-ATPase maior do que 

Mg2+-ATPase, sendo ambas as atividades estimuladas por microtúbulos 

(Kuznetsov & Gelfand, 1986). Microtúbulos estimulam a atividade Mg2+- 

ATPásica da cinesina cerca de 15 vezes e tal estimulação é independente de 

cálcio. Entretanto, na presença de CaM a atividade Mg2*-ATPásica 

estimulada por microtúbulos foi inibida (50%) por cálcio. Certas cadeias 

leves de cinesina são proteínas ligantes de calmodulina. As cadeias leves e 

pesadas da cinesina podem ser fosforiladas diferentemente pela proteína 

quinase dependente cAMP e proteína quinase C “in vitro” e “in vivo”. A 

fosforilação da cinesina causa um aumento do efeito de microtúbulos na 

atividade ATPásica, de cerca de duas vezes, sugerindo que tal modificação 

pode intensificar o movimento de organelas baseado na cinesina. A 

fosforilação da cinesina (cAMP-PK) reduz a ligação de cálcio/CaM às 

cadeias leves e obstrui 0 efeito de cálcio/CaM na atividade ATPásica 

(Matthies et al, 1993).
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Figura 12: Diagrama esquemático da cinesina e das possíveis estruturas de 

vários membros da superfamília de cinesinas (Goldstein, 1991).



2-OBJETIVOS

Nosso laboratório tem se dedicado ao estudo de identificação e 

purificação de ATPases como uma maneira preliminar de se caracterizar 

motores moleculares, que são ATPases que realizam movimento através dos 

filamentos de actina ou microtúbulos. Como exemplo, duas ATPases foram 

recentemente isoladas em nosso laboratório: uma Mg2+/Ca2+ nucleotidase 

trifosfatásica de testículo de coelho (Patussi, 1996) e uma fração (PC) 

enriquecida em atividade Mg24--ATPásica obtida a partir de encéfalo de ratas 

(Santos, 1997). Dados de Santos (1997) mostram que esta fração hidrolisa 

preferencialmente ATP, não possui atividade K-EDTA ATPásica, possui 

atividade Mg24-ATPásica que não é estimulada nem por actina nem por 

calmodulina e é maior que a atividade Ca2+-ATPásica. O principal 

polipeptídeo, situado acima da cadeia pesada de miosina II em SDS-PAGE, 

parece ser o responsável pela atividade ATPásica presente na fração. 

Contudo, não se descarta a possibilidade da atividade ATPásica estar 

associada com outro polipeptídeo da fração PC. Por estes motivos, nós 

propomos, neste trabalho, verificar se o referido polipeptídeo principal é 

responsável pela atividade Mg24-ATPásica da fração e caracterizar, além 

deste, outros polipeptídeos de possível interesse na fração.



3-MATERIAIS  E MÉTODOS

3.1- Preparação de proteínas

3.1.1- Purificação parcial de uma ATPase a partir de sobrenadante de 

encéfalo de ratas (Método de Santos, 1997 )

Ratas fêmeas foram sacrificadas por decaptação e os encéfalos 

removidos rapidamente para solução salina gelada e em seguida 

homogeneizados em tampão de extração pH 8,0: Imidazol-HCl 50 mM; 

EDTA 10 mM (para quelar íons tais como Mg2* e Ca2+ requeridos por 

proteases); DTT 1,0 mM (para evitar oxidação de grupos SH e formação de 

pontes dissulfeto); sacarose 0,25 mM (para evitar lise de membranas 

melhorando o perfil cromatográfico); 4-2 AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0 

mM e aprotinina 1,0 mM, sendo estes 3 últimos utilizados como inibidores 

de proteases. Todos estes cuidados visam a manutenção das proteínas numa 

conformação o mais natural possível. Foram utilizados 20 cérebros sendo 7 

ml de tampão para cada cérebro. A homogeneização foi realizada em 

rotação máxima, 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 centrífuga 

refrigerada a 4°C.

A fração PI (fração precipitada obtida após a centrifugação), 

contendo debris celulares e outras proteínas, foi descartada. A fração SI 

(fração solúvel obtida após a centrifugação) 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 SI aplicado diretamente 

na resina de fosfocelulose causou rnn empacotamento desta resina. A coluna 

de DEAE-Sepharose foi previamente equilibrada com 250 ml de tampão de 

equilíbrio pH 8,0 (Imidazol-HCl 50 mM; EDTA; 0,2 mM; DTT 0,2 mM) 

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

precipitação com sulfato de amônia 35% de saturação adicionado 

lentamente sob agitação moderada. Em seguida foi centrifugado a 20.300 g 

por 20 minutos a 4°C. A fração S2 e a fração P2 (suspensa em 30 ml do 

mesmo tampão de equilíbrio pH 8,0) foram dializadas “ovemight” contra 1 

litro de tampão de diálise pH 6,8 (Imidazol-HCl 50 mM; EDTA 0,5 mM; 2- 

mercaptoetanol 1,0 mM) para cada, sendo realizadas 3 trocas deste tampão. 

A diálise teve como objetivo retirar o sulfato de amônia e corrigir o pH para 

posterior aplicação em coluna de fosfocelulose.

A fração P2 dializada foi centrifugada a 20.300 g por 20 minutos 

a 4°C. A fração P3 resultante desta centrifugação foi suspensa em 10 ml de 

tampão de equilíbrio e guardada em geladeira, enquanto a fração S3 foi 

aplicada em coluna de fosfocelulose (1,8 cm x 6,9 cm; 14 ml) previamente 

equilibrada com 140 ml de tampão de equilíbrio pH 6,8 com um fluxo de 12 

gotas/minuto. Após a aplicação da amostra, a coluna foi lavada com 100 ml 

do mesmo tampão. Proteínas retidas foram eluídas com 50 ml de tampão de 

eluição 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 frações de 3 ml 

(esquema 1).
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As frações foram analisadas em SDS-PAGE e conforme o perfil 

eletroforético e a atividade ATPásica aproximadamente 5 tubos foram 

reunidos recebendo a denominação de fração PC.

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

encéfalo de ratas (Método de Santos, 1997)
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3.1.2-Separação  dos polipeptídeos da fração PC por coluna de afinidade 

a calmodulina

Na fração PC foi adicionado CaCl2 lmM 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 tampão I (Imidazol-HCl 50 mM 

pH 8,0; DTT 1,0 mM; 4-2 AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0 mM) contendo 

CaCl2 0,2 mM. A coluna foi lavada com 20 ml do mesmo tampão. O “void” 

da coluna de CaM-Agarose foi guardado em geladeira. Proteínas retidas 

foram eluídas com 20 ml do tampão I contendo EGTA 2 mM. Foram 

coletadas frações de 1,5 ml (esquema 2). O “void” e as frações obtidas 

foram analizados em SDS-PAGE.

Esquema 2: Separação dos polipeptídeos da fração PC por coluna de 

afinidade a calmodulina

Fração PC

CaCl2l,0mM

CaM-Agarose

1. —71

proteínas retidas void CaM

EGTA2mM

frações CaM-Agarose
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3.2-Métodos  analíticos

3.2.1-Dosagem  de proteínas

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de 

Bradford (1976) utilizando como padrão soro albumina bovina (SIGMA).

Para a dosagem foram utilizados 3 pl de Sl; 10 pl de S3; 10 pl do 

“void” PC; 50 pl da fração PC; 100 pl do “void”, do lavado e das frações 

eluídas da coluna de afinidade (CaM-Agarose). Completou-se o volume para 
100 pl com H2O 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 ácido fosfórico 85 %, 

completando até um litro com água e posterior fíltração). As dosagens foram 

realizadas em duplicatas. A absorbância foi medida 

espectrofotometricamente a 595 nm, após 3 minutos e antes de tuna hora, 

contra um branco que contem 0 mesmo tampão da amostra. Foram utilizadas 

cubetas de quartzo. Para conversão da absorbância em concentração de 

proteína foi feita a regressão linear da curva padrão de soro albumina bovina 

realizada paralelamente à dosagem da amostra. A quantidade de proteína (5 

a 30 pg) utilizada para construção desta curva está dentro da faixa de 

linearidade do método.

A concentração de proteína em mg/reação foi utilizada para 

cálculo da atividade específica do ensaio de atividade ATPásica.
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BSA(pg)

Figura 13: Curva padrão de soroalbiunina bovina

3.2.2-Ensaio  de atividade ATPásica
As atividades ATPásicas foram determinadas através de dosagem 

colorimétrica do ortofosfato inorgânico liberado da hidrólise do A fl 

(Heinonen & Lahti, 1981).
Para o ensaio da atividade 

contém: Imidazol-HCl 25 mM pH 7,0, 

Mg-ATPásica, o meio de reação 

KC1 60 mM, EGTA 1,0 mM, EDTA

1,0 mM, DTT, 0,2 mM e MgC12 5 mM.

A cada tubo contendo 40 pl do meio de reação foram adicionados 

140 pl da fração PC ou do “void” CaM-Agarose ou da fração CaM- 
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I Agarose, completando-se com água desionizada para o volume de 180 pl. 

Após a adição da fração, a reação foi iniciada com 20 pl de ATP 10 mM e 

incubada a 37°C por tempo pré-detenninado. O volume final da reação foi 

200 pl. Cada amostra teve seu próprio branco com adição de ATP 

imediatamente antes de interromper a reação com solução AAM.

Ao término da incubação acrescentou-se, com ajuda de pipetador 

automático, 2ml de solução AAM (2 volumes de acetona , 1 volume de 

ácido sulfurico 5N, 1 volume de molibidato de amônio 10 mM), e agitou-se 

o tubo em vórtex por 15 segundos. Em seguida adicionou-se 0,2 ml de ácido 

cítrico 1M seguido de agitação por mais 15 segundos. O molibidato forma 

um complexo com Pi que, na presença de acetona (concentração mínima 

precisa ser 1/3 do volume final), origina uma cor amarela com pico de 

absorbância em 355 nm. Foi utilizado ácido cítrico para parar a reação antes 

que o excesso de molibidato livre na solução se complexe com Pi liberado 

da quebra espontânea de ATP em meio ácido.

Uma curva padrão de fosfato foi feita compreendendo a faixa de 0 

a 160 nmoles de fosfato. Nesta faixa a absorbância em 355 nm varia 

linearmente com a concentração de fosfato.

A absorbância das amostras foi medida em espectrofotômetro a 

355 nm utilizando-se cubetas de quartzo. As leituras obtidas foram 

utilizadas para cálculo da atividade específica através da seguinte fórmula:

AE =Abs. Amostra x_ 7 x 80 nmoles do padrão x--- 7— x----- 7-----
Abs. Padrão tempo mgdeprot.

A atividade específica foi expressa em nmoles de Pi/minuto/mg de proteína.
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Figura 14: Curva padrão de fosfato

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

(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 dimensões do mtnt-gel 

foram 11 x 10 x 0,06 cm. Em 100 pl de cada amostra foi adicionado 50 pl 

de tampão de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 1%, bromofenol 

0,025% e glicerol 10%), 10 pl de 2-mercaptoetanol e ferveu-se por 2 

minutos em água em ebulição.
Os géis de separação e empilhamento foram preparados conforme

as tabelas:
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Soluções estoque Gel de separação

10%

Concentração final

Tris-HCl 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%

Água desionizada 2,80 ml

TEMED 7,5 Jil 0,121%

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

Volume total___________ = 6,21 ml____________

Soluções estoque_____

Tris-HCl 2M pH 6,8

SDS 10%

EDTA 200 mM

Acrilamida.bis 30:0,8%

Gel de’ empilhamento Concentração finaf

250 pl 125 mM

40 pl 0,1%

40 pl 2 mM

650 pl 5%

Água desionizada

TEMED

Pers. de amônio 174 mg/ml

2,96 ml

5 pl

35 pl

0,125%

0,154%

As placas contendo os mini-geis foram montadas em cubas 

apropriadas contendo o tampão eletrodo (Tris-HCl 100 mM pll 8,3, EDTA 

7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3%). O volume desejado de cada amostra 

foi aplicado no mini-gel com o auxílio de microsennga Hamilton. A 

eletroforese foi realizada com corrente constante de 40 m.liamperes. Após a 

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

de Coomassie brilliant blue R-250 em metanol 50% e ácido acético. O
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i 
I 

excesso de corante do gel foi descorado em solução de metanol e ácido 

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

duas folhas de papel celofane embebidas em água ou ácido acético e presas 

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

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

fosforilase-B (97,4), albumina bovina (66), ovalbumina (45), anidrase 

carbônica (29). A calmodulina (21) purificada de cérebro bovino foi 

adicionada neste padrão comercial.

3.2.4-Determinação  do peso molecular dos polipeptídeos por SDS- 

PAGE
A distância de migração dos polipeptídeos do padrao SDS-6H 

(SIGMA) foi medida. Os valores de migração relativa (Rí) dos 

polipeptídeos do padrão foram calculados:

Rf= distância que cada polípejrtídeomigrouda^^ 
distância de migração da origem do gel até a frente de bromofenol

A curva de calibração foi construída com os valores Rf 

encontrados para cada polipeptídeo do padrao (EIXO X) versus os 

logaritmos dos seus correspondentes pesos moleculares (EIXO )
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Figura 15: Curva de calibração dos polipeptídeos do padrao

~ > de cada polipeptídeo de interesse foi 

foram calculados através da fórmula citada
A distância de migração 

medida e os Rf correspondentes 1— 

acima. O ponto na curva de calibração que coiresponde ao valor de Rf 

para o polipeptídeo de peso molecular desconhecido foi localizado. O valor 

no eixo Y que corresponde a este ponto é o logaritmo do peso molecular 

,, Este logaritmo foi encontiado por
estimado para o polipeptídeo de in • , . ~ v

i c pixo x (Rf dos polipeptídeos do padrao) e 
regressão linear com os valores do eixo x (ki aos P e e 
, . zi x dnç nesos moleculares dos polipeptídeos do padrao)

do eixo y (logaritmos dos pesos
a reta corta o eixo y), o 

obtendo-se o coeficiente a (intercep ,
x zx ^zxpfípipnte t aue avalia se a reta ficou 

coeficiente />_( inclinação da reta) e
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adequada (para isto o valor encontrado deve ser próximo de 1). Substituiu- 

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

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

molecular do polipeptídeo corresponde ao anti log de y.

3.2.5-Transferência  eletroforética de proteínas do gel de poliacnlamida 

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

et al 1980)
A transferência das polipeptídeos do gel para o papel 

nitrocelulose foi realizada imediatamente após o término da eletroforese sei 

que houvesse fixação e coloração do gel. Inicialmente, foi feito um pequeno 
corte na parte de baixo e do lado esquerdo do gel para identific 

sequência em que as amostras foram aplicadas no gel. Em seguida, o g 

montado de uma maneira tipo sanduíche, tomando o cuidado pa 

fonnação de bolhas de ar.
O procedimento para montagem deste sanduíche foi o seguinte: 

Colocou-se sobre uma placa de acrílico perfurada, uma esponja, um papel 

de filtro grosso e o gel com o corte voltado para o lado direito. O papel de 

nitrocelulose também marcado com um corte no lado direito foi colocado 

sobre o gel. Completou-se o sanduíche com mais um papel de filtro, mais 

uma esponja e outra placa de acrílico perfurada.
Durante a montagem do sanduíche este foi mantido sempre 

molhado em tampão eletro-blot (tns- HC125 mM pH 8,3; glicina 192 mM e 

, t ccim montado era colocado na cuba com o 
metanol 20%). O sanduíche, assim montado, e 
, , u o ânodo (+)• A cuba foi totalmente
lado da nitrocelulose voltado para o l

. pletro-blot e colocou-se uma barra
preenchida com o mesmo tampa

■ i r^niiyadn “ovemight” em câmera fria magnética dentro desta. A comda foi realizada oven g 
usando corrente constante de 60 mA e mantendo agitação.
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Após a transferência eletroforética, as fitas de mtrocelulose foram 

coradas com Ponceau 0,2% em ácido acético 3% por 5 minutos e lavados 

com água desionizada. Os polipeptídeos do padrão foram marcados com 

uma agulha,
Posterionnente, a nitrocelulose foi incubada ovemight com leite 

desnatado em pó (Molico) 5% dissolvido na solução TBS (Tris-HCl 50 mM 

PH 8,0; NaCl 150 mM e Tween 20 0,05%). Após o bloqueio, a nitrocelulose 

foi lavada 3 vezes (cada vez ficou 3 minutos agitando) com a solução TBS e 

incubada por uma hora com anticorpo primário diluído em solução TBS 

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

indicado acima. Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 

uma hora com o anticorpo secundário diluído em solução 
recomendado pelo fabricante. Utilizou-se anti-IgG de coelho no caso de 

miosina V e fodrina. Para CaM-quinase II, fosfoserina e calmodulma m 

utilizado anti-IgG de camundongo. Novamente a membrana fo’
Para a revelação cobriu-se um tubo com papel alumínio e nele 

acrescentou-se 9,8 ml de tampão AP (Tris-HCl 100 mM PH 9,5; NaCl 100 

mM e MgCk 5 mM); 33 pl de BCIP e 66 pl de NBT. Em seguida, este 

conteúdo foi despejado sobre a membrana em recipiente veda P P
. . i „ A«im mie a membrana foi marcada,

alumínio para impedir a entrada de luz.
, , a _ mpmbrana lavada com agua a solução de NBT/BC1P foi descartada e a membrana

desionizada.
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3.2.6-Identificação  de polipeptídeos ligantes de ealmodulina na fração

PC
As fitas de nitrocelulose, após o bloqueio, foram incubadas por 

uma hora em 5 ml de Tris-HCl 25 mM pH 7,0; DTT 1,0 mM; CaM 15 

pg/ml contendo EGTA 1,0 mM ou CaCl21,0 mM. Na solução TBS para as 

lavagens foi acrescentado, em cada caso, EGTA 1,0 mM ou CaCl2 0,1 mM. 

As fitas de nitrocelulose foram incubadas por 2 horas, na presença (Ca i 

0,1 mM) e ausência (EGTA 1,0 mM) de cálcio, com anticorpo contra 

i „ ™rn anti-TeG de camundongo e a ealmodulina. A incubação por uma hora co g
revelação também foram realizadas na presença e ausência

3.2.7-Ensaio  de cosedimentação com F-actina (Pollard & Coop , )

O ensaio de cosedimentação foi realizado incubando a fraçao 

com F-actina. Para a obtenção de actina polimerizada (F-actina) t um-se o 

volume da alíquota de G-actina em igual volume de tampao 

HC1 20 mM pH 7,2; KC1 150 mM; MgC12 5 mM) com
. fhí feita nor 30 minutos a temperatura 

(concentração final). A mcubaçao fo P

ambiente em repouso. ~n PC e 60 ul de tampão B

......... .  
(tampão A diluído uma vez) foram meu a os

A • dp ATP 5 mM. Foram feitos os comroivb presença e ausência de ATP a concentração

com e sem ATP na ausência de actma.
• J oro ? mM O volume final dos tubos toi 

final de DTT foi corrigida para 2 mM.

corrigido para 250 pil com água desionizad
• ihndos nor 15 minutos à temperatura ambiente 

Os tubos foram incubados por u
us iudos . o 9 000 u. em camara fria,e em seguida foram centrifugados por 15 minutos 1 - b

Os precipitados resultantes foram suspensos em
Í os 1 de tampão de amostra, 5 pl de 2-mercaptoetanol e 

acrescentando-se 25 pl de ta p ~ 25 2_
, , ui de tampao de amostra f

nos sobrenadantes 125 p
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mercaptoetanol. A diferente diluição dos precipitados e sobrenadantes foi 

posteriormente corrigida pelo volume aplicado em SD

3.2.8-Ensaio  de proteólise por calpaína
Para este ensaio colocou-se em um tubo: DTT 5 mM, CaCl2 5 

mM e 77,6 pg da fração PC (concentrações finais). Iniciou-se a reaçao com 
o acréscimo de 40 pl de uma solução de calpaína 40 pg/ml (SI ) 

volume final foi corrigido para 600 pl com água desionizada Ç~ 

finalizada, em intervalos de tempos pré-estabelecidos, retirando se a 'q 

de 80 pl para tubos contendo 40 pl de tampão de amostra P 
mercaptoetanol. O controle foi realizado adicionando-se 45 pl d P~ 

amostra antes de 14,9 pg da fração PC e 6,4 pl de calpaína. Após 

aquecimento acrescentou-se 9 pl de 2-mercaptoetanol. As alíquotas oram 

analizadas em SDS-PAGE.



38

4-RESULTADOS

4.1-PerfíI  eletroforético da preparação de ATPase de encefalo de ratas 

A fração S3 possui vários polipeptídeos, sendo os principais 
observados acima de 205 KDa e outros em tomo de 150, 66, 50 e 40 KDa, 

apresentando bandas mais fortes e definidas (figura 16). 
enriquecidas em atividade ATPásica, eluidas da coluna de fosfocelulose por 

alteração de pH, observou-se a presença de um polipeptídeo pnnc.pal, cujo 

peso molecular está logo acima da cadeia pesada de mtos.na II, um 

polipeptídeo de peso molecular maior do que este
ro. (W. m M. d—Mp * ."*•**" 

indicado pela 2â seta, suspeitou-se ser o responsável pela

ATPásica.

vários polipeptídeos
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2 9 ->

Figura 16: SDS-PAGE da preparação de ATPase de encéfalo de ratas 
Foram aplicados no gel 4,65 pg da fração Sl; 11,8 pg do “void” DEAE- 
Sepharose (VD); 4,41 pg da fração S2; 4,74 pg da fração P2; 7,92 pg da 
fração S3; 1,52 pg da fração P3. As setas à esquerda indicam os padrões de 
Peso molecular (Mr x 10’3): cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, 
fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica.



coluna de

Figura 
fosfocelulose

17: SDS-PAGE do
eluídas com

fracionamento de S3 em

Proteínas da fração S3 retidas na coluna de fosfocelulose foram 
tampão de eluição 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) e coletadas frações de 3 
ml. O “void” da coluna de fosfocelulose está indicado como VP. As setas à 
direita indicam os dois polipeptídeos de alto peso molecular. As setas à 
esquerda indicam os padrões de peso molecular (Mr x 10 J: cadeia pesada 
de miosina, B-galactosidase, fosforilase b, soroalbumma bovina, 

°voalbumina e anidrase carbônica.
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4.2- Ensaio de cosedimentação da fração PC com actina
Sabendo que as miosinas possuem atividade ATPásica e 

cosedimentam com F-actina de maneira dependente de ATP, a fração 
submetida ao ensaio de cosedimentação com F-actina. A análise em SDS- 

PAGE (figura 18) foi utilizada para visualizar a composição de 

polipeptídeos dos sobrenadantes e sedimentos após o ensa’ 

cosedimentação. Houve uma leve cosedimentação do polipeptídeo principal 

com actina na ausência de ATP, em baixa velocidade de centnfugaçao. 

Entretanto, na presença de ATP, este polipeptídeo pnncipal nao 

cosedimentou com actina. Como controle do ensaio, o polipeptídeo pnncipal 

não sedimentou quando a fração PC foi incubada isoladamente ou apenas na 

presença de ATP. Os demais polipeptídeos presentes na ç 

permaneceram no sobrenadante em todas as condições.

4.3-Ensaío de proteólise da fração PC com calpaína
A calpaína, cisteína protease dependente de cálcio, cliva um 

grande número de proteínas e gera polipeptídeos estáveis. A miosina V e a 

Ca -ATPase são exemplos de ATPases que são substratos de calpaína.

A fração PC foi submetida a proteólise com calpaína e observou- 

se degradação de dois polipeptídeos entre 66 e 45 KDa e dos polipeptídeos 

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

130 KDa além de outros fragmentos situados junto à frente de bromofenol 

(figura 19). A proteólise de miosina V por calpaína, também, produz um 

fragmento em tomo de 130 KDa.

à frente de bromofenol
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Figura 18: Ensaio de cosedimentação da fração PC com F-actina
Os tubos contendo 16,7 pg da fração PC foram incubados por 15 minutos à 
temperatura ambiente na presença (1 e 2) ou ausência (3 e 4) de 14,4 pg de 
F-actina com (1 e 3) ou sem (2 e 4) ATP 5 mM. Após centrifugação 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 pl dos 
sobrenadantes e 2,4 pl dos precipitados (concentrações finais iguais). A seta 
à direita indica o polipeptídeo principal. As setas à esquerda indicam os 
Padrões de peso molecular (Mr x 10’3): cadeia pesada de miosina, B- 
galactosidase, fosforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase 
carbônica.
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Figura 19: Proteólise com calpaína de proteínas da fração PC
O meio de reação contém 77,6 pg de proteínas da fração PC; DTT 5 mM e 
CaCl2 5 mM. A reação foi realizada à temperatura ambiente tendo início 
c°m o acréscimo de calpaína. A relação protease/substrato é 1:50. Nos 
tempos indicados, alíquotas da mistura de reação foram preparadas para 
SDS-PAGE. O controle foi feito com solução STOP adicionada ao meio 
antes de calpaína. Foram aplicados no gel 12 pl destas amostras. As setas à 
direita indicam os polipeptídeos proteolízados e gerados durante o ensaio. 
As setas à esquerda indicam os padrões de peso molecular (Mr x 10’3): 
cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, fosforilase b, soroalbumína 
b°vína, ovoalbumina e anidrase carbônica.



4-4-Identificação do polipeptídeo principal da fração PC
Devido à cosedimentação do polipeptídeo principal com actina e o 

surgimento de um fragmento de aproximadamente 130 KDa durante a 

proteólise, decidiu-se verificar a existência de miosina V ou de algum 

Polipeptídeo com um domínio homólogo, que pudesse ser reconhecido por 

um anticorpo específico para o domínio cabeça de miosina V. Um 

Polipeptídeo de 190 KDa da fração SI foi marcado com o anti-cabeça de 

miosina V mas, devido a problemas de documentação, não foi possível a 

visualização na figura. Entretanto, nenhum polipeptídeo da fração PC foi

marcado (figura 20).
A fodrina é uma proteína composta de duas subunidades de alto 

peso molecular (Mr 240000 e 235000) que, também, possui a propriedade 

de cosedimentar com actina em baixa velocidade de centrifugação e 

substrato de calpaína gerando um fragmento de 130 KDa. Portanto, 

cosedimentação do polipeptídeo principal com actina, a degradação deste 

aparecimento de um fragmento de 130 KDa 

este polipeptídeo fosse fodrina. Por estes 

fração PC foi sondada com anticorpo específico para a 
O polipeptídeo principal foi marcado pelo 

fração SI quanto na fração PC (figura 21).

130 KDa resultante de divagem por

Polipeptídeo com calpaína e o 

levantou a suspeita de que 

motivos, a 
subunidade a da fodrina.

anticorpo contra fodrina tanto na 
O fragmento de aproximadamente 
calpaína também foi marcado com anti-fodrina (figura 22).
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9 7—>

66 —>

4 5—>

2 9 —>

Figura 20: Imunoblot utilizando ^-cabeça de «úosina V -mo sonda^ 

Foram aplicados em SDS-PAGE , pg a ’ àdrenal (P4) como(P) e 10 pg da preparação de nnosma. V^"^o geí foram 

controle positivo do “"“'F0' dcnltro’ckilose e sondados com anti- 
eletrotransferidos para membran . . D Roy g Larson).

Foi utilizado um anticorpo se g a reve|açâ0 foi realizada com
conjugado com fosfatase alcali ( de m0|ecular (Mr
NBT/BCIP. As setas à esquerda ndi a fosforllase b,
X 10-3): cadeia pesada de m'os"'a, ,,;.rbônlca. 
soroalbumina bovina, ovoalbumina e an
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Figura 21: Imunoblot utilizando anti-fodrina como st fração
Foram aplicados em SDS-PAGE14, Fg a * e|etrotransferidos para 
PC (P). Os polipeptídeos cont.dos no gel (S|GMA). Fo|
membrana de nitrocelulose e sonda contra , G de coe||lo
Utilizado um anticorpo seomdano pi ? * reve|açã0 foi realizada com 
conjugado com fosfatase alcalina ( 1 tíde0 principal. As setas à
NBT/BCIP. A seta à direita indica o po P P P P 

esquerda indicam os padrões de peso m < soroalbumina bovina, 
de miosina, B-galactosidase, ro 
ovoalbumina e anidrase carbônica.
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2 9 ->

2 5 10 20 40 60

Figura 22: Imunoblot do ensaio de proteólise com calpaína utilizando 
anti-fodrina como sonda
O meio de reação contém 77,6 gg da fração PC; DTT 5 mM e CaCl2 5 mM.
A reação foi realizada à temperatura ambiente tendo início com o acréscimo 
de calpaína. A relação protease/substrato é 1:50. Nos tempos indicados, 
alíquotas da mistura de reação foram preparadas para SDS-PAGE. O 
controle foi feito com solução STOP adicionada ao meio antes de calpaína. 
Foram aplicados no gel 12 pl destas amostras. Os polipeptídeos cont.dos no 
gel foram eletrotransferidos para membrana de mtrocelulose e sondados com 
anti-fodrina (SIGMA). Foi utilizado um anticorpo secundano produzido 
contra IgG de coelho conjugado com tosfatase alcalina (SIGMA) e a 
revelação foi realizada com NBT/BCIP. As setas a dneita ind.cam os 
polipeptídeos proteolizados e gerados durante o ensa.o marcados pelo 
anticorpo. As setas à esquerda indicam os padrões de peso molecular (Mr x 
IO'3): cadeia pesada de miosina, B-galactos.dase, fosfonlase b, soroalbumma 
bovina, ovoalbnmina e anidrase carbônica.
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4«5-Separação dos polipeptídeos da fração PC por coluna de afinidade a 

calmodulinaSabendo que fodrina liga-se á calmodulina na presença de cálcio e 

não tem atividade ATPásica, foi utilizada uma coluna de CaM-Agarose para 
eliminar o polipeptídeo principal e separá-lo da atividade ATPásica da 

fração PC. Como era esperado, o polipeptídeo principal ficou retido na 

coluna. Entretanto um polipeptídeo acima deste também foi retido, como 
demonstrado por SDS-PAGE (figura 23). Observa-se que no “void” há 

Polipeptídeos na mesma altura destes, porém de menor intensidade, além de 

llm polipeptídeo de 50 KDa (figura 23). A atividade ATPásica neste 

exPerimento foi perdida. A coluna foi eluída com EGTA 2 mM e Uréia 8 M 

entretanto nenlium polipeptídeo foi observado por SDS-PAGE.
Em outro experimento realizado, o polipeptídeo principal se ligou 

fracamente à coluna o que impossibilitou a documentação na figura. O 

Polipeptídeo principal do “void” foi marcado com anti-fodrina como 

observado pelo ímimoblot sondado com anti-fodrina (figura 24). Este 

resultado não está de acordo com a intensidade do polipeptídeo principal em 
SOS-PAGE no primeiro experimento (figura 23). A atividade Mg2*- 

ATPásica, também, saiu no “void” (figura 25). O inserto da figura 25 mostra 

fine a alta atividade específica da fração da CaM-agarose parece ser devido 

ã baixa concentração de proteína nesta fração.

4«6~Ensaio de ligação à calmodulina

íbmetida ao

I

A fração PC foi submenu* ensaio de ligação à calmodulina por 

método de “overlay” para identificação de proteínas ligantes de calmodulina 

etn membrana de nitrocelulose contendo os polipeptídeos de PC. Pela figura 

26 Pode-se observar que o polipeptídeo principal não ligou calmodulina em 

nenhum dos dois casos (presença ou ausência de cálcio). Entretanto, um 

Polipeptídeo de 50 KDa ligou calmodulina na presença de cálcio, levantando 

a suspeita de corresponder á subunidade a de CaM-quinase II.
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Figura 23: Separação dos polipeptídeos da fração PC por coluna de 

^aM-Agarose
4’1 mg da fração PC contendo cálcio 1 mM foi aplicada em coluna de CaM- 
^garose pré-equilibrada com tampão I (Imidazol-HCl 50 mM pH 8,0; DTT 
L0 mM; 4-2 AEBSF 0,3 mM; benzamidina 1,0 mM) contendo cálcio 0,2 
mM. A eluição foi feita com tampão I contendo EGTA 2 mM. Foram 
aPlicados no gel 8 pl do “void” e 12 pl das outras amostras. A seta à direita 
indica o polipeptídeo principal. As setas à esquerda indicam os padrões de 
P^o molecular (Mr x 10'3): cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, 
f°sforilase b, soroalbumina bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica.
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S P VC F4

eletrotransferidos paia

, pf em coluna de CaM- 
hlot do fracionamento de

Figura 24: Imunobl d^^ sonda da fração PC
Agarose utilizando a“ f GE 27>i pg da fração S , v Fb^ CaM_ 
Foram aplicados em® ° pg da fraçaoC3 feridos para
(P); 1,1 pg do vota V ' ntjdos no gel foram (SIGMA). Foi
Agarose. Os polipeptide sondados com anti- o 
membrana de nitroceluo produzido cot realizada com
utilizado um anticorpo (S1gMA) e a rev ÇA_ setas à
conjugado com fosfa,as®Jita jndica o PollP®p,'í £ ÍO^ cadeia pesada 
NBT/BCIP. A seta a molecular (Mr^l^l^.^
esquerda indicam os pad fosforilase b,
de miosina, 13-galactosid aS?a 
ovoalbumina e anidrase car
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Figura 25: Atividade Mg-ATPásiea da fração PC, do “void” e da 

fração da coluna de CaM-Agarose fração da coRma de
24,9 pg da fração PC; 12,7 pg o minut0’s a 37°C em meio de reação I 
CaM-Agarose foram incubadas por EGTA j q mM; gDTA 1?0
(Imidazol-HCl 25 mM pH 7 0, ’ iniciada pela adição de
mM; DTT 0,2 mM; MgCI2 5 mM a própna de
ATP 1 mM (concentração final) ~ Todas as reações foram
dosagem. O volume fma'Xklade°específica, AT=Atividade total, 
realizadas em duplicatas. AE A



Figura 26: Identificação de proteínas ligantes de calmodulina em 
membrana de nitrocelulose por método de overlay
Foram aplicados em SDS-PAGE 21,4 pg da fração S3 e 1,9 pg da fração 
pC (P) Os polipeptídeos contidos no gel foram eletrotransfendos para 
membrana de nitrocelulose e, após incubação com calmodulma na presença 
e ausência (EGTA) de cálcio, foram sondados com anti-calmodulma 
(SIGMA). Foi utilizado um anticorpo secundário protodo contra IgG de 
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA) e a revelação fo> 
realizada com NBT/BCIP A seta à direita indica o polipeptídeo de 50 KDa. 
As setas à esquerda indicam os padrões de peso molecular (Mr x 10 ): 
cadeia pesada de miosina, B-galactosidase, fosfonlase b, soroalbumma 
bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica.
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identificação de CaM-quinase II na fração PC

Como na fração PC existe um polipeptídeo de 50 KDa que, 

Se,nelhante às subimídades de CaM-quinase II, foi proteolízado por calpaína 

(figura 19) e ligou à calmodulina (figura 26), decidiu-se verificar se este 

Polipeptídeo corresponde à subunidade a de CaM-quinase II. O 

Polipeptídeo de 50 KDa foi marcado com um anticorpo específico para a 

subunidade a de CaM-quinase II (figura 27).
A CaM-quinase II é uma proteína quinase multifuncional que 

incorpora fosfato em várias proteínas tais como miosina V, sinapsina I, 

^AP-2 e suas próprias cadeias polipeptídícas. As proteínas quinases, em 

geral, possuem grande especificidade para Mg2 -ATP e, além disso, Ca é 

fiíndamental para que a calmodulina atue sobre sistemas-aivo. De acordo 

c°m isto, foi realizado o ensaio de quinase para verificar se a fraçao PC 

c°ntém substrato para essa enzima. Como uma maneira de identificar se 

algum polipeptídeo de PC foi fosforilado, utilizou-se um anticorpo 

esPecífíco para fosfoserina. Pela figura 28 pode-se observar que o 

Polipeptídeo de 50 KDa já estava fosforilado na fração PC antes do ensaio. 

Diferente do que era esperado, a adição de cálcio ou de cálcio/calmodulina 

uão promoveu nenhum aumento significativo da fosforilação. Observou-se, 

também, que nenhum outro polipeptídeo da fração PC sofreu fosforilação. A 

tfifluoiperazina foi acrescentada com o intuito de verificar se inibiría uma 

Possível estimulação da fosforilação por cálcio/calmodulina, o que não 

ocorreu.
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2 05->

116->
9 7->

6 6->

45—>

29 —>

S3 P

Figura 27: Imunoblot utilizando anti-CaM-quinase II como sonda
F°ram aplicados em SDS-PAGE 21,4 gg da fração S3 e 1,9 pg da fração 
Pc (P). Os polipeptídeos contidos no gel foram transferidos para membrana 

nítrocelulose e sondados com anti-CaM-quinase (Boehnnger Mannheim 
Biochemica) Foi utilizado um anticorpo secundário produzido contra IgG 
de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Promega) e a revelação 
foi realizada com NBT/BCIP. A seta à direita indica o polipeptídeo de 50 
KDa. As setas à esquerda indicam os padrões de peso molecular (Mr x 10' 
)■' cadeia pesada de miosina, B-gafactosidase, fòsfordase b, soroalbumma 

bovina, ovoalbumina e anidrase carbônica.
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205 —>

116 -»
97 ->

66 ->

45 ->

2 9 ->

Mg - ♦ ♦ * 

Ca - - ♦ ♦

4

♦
CaM - • - ♦ ♦ 
TFP • - • • *

Figura 28: Imunoblot do ensaio de quinase utilizando anti-fosfoserina 

como sonda pn«aio de auinase em meio de reaçãoA fração PC (7,2 gg) foi submetida ao ensa^d EqTA

contendo Imidazol-HCl 2 P ’ ’ 5 e onde indicado foi
EDTA 1,0 mM; DTT 0 2 ndd, 5 50 pM

acrescentado CaCI, 3,2 mM, ca rnntrole do ensaio. A reação foi 
P indica a fração PC “”oncentração final) e após 5 minutos a
iniciada com adiçao de ATP 1 m V aplicados no gel 12 pl
3?°c foi interrompida com a so uça • eletrotransferidos
destas amostras. Os polipeptídeos co comfeantj.fosfoserina (SIGMA), 
para membrana de nitrocelulose e jdo contra lgG de camundongo
boi utilizado um anticorpo secun revelação foi realizada com
conjugado com fosfatase alcalina ( iom\ - tíc|e0 t|e 50 KDa. As setas à 
NBT/BCIP. A seta à direita tn ira o (M|. x |0-3): cadeia pesada
esquerda indicam os padrões u P k soroalbumina bovina,
de miosina, B-galactosidase, Wonlase P, 

ovoalbumina e anidrase carbônica.



5-DISCUSSÃO

Os resultados apresentados aqui mostram a caracterização parcial 

da fração enriquecida em atividade ATPásica obtida por Santos (1997) a 

Partir de encé&Io de ratas usando coluna de fosfocelulose.

A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS revelou a 

presença de um polipeptídeo principal cujo peso molecular está acima da 

cadeia pesada de miosina II, outro polipeptídeo de peso molecular maior que 

o polipeptídeo principal e vários polipeptídeos entre 45 e 66 KDa (figura 

17). Suspeita-se que o polipeptídeo principal seja o responsável pela 

atividade ATPásica presente na fração (Santos, 1997). O peso molecular 

deste polipeptídeo principal não está de acordo com as ATPases que se 

movem sobre trilhos de microtúbulos como a cinesina de cérebro, cujas 

cadeias pesadas possuem 120 KDa, e a dineína de cérebro que possu. 

cadeias pesadas de 532 KDa. Entretanto não se descarta a possibrlidade do 

degradação. Venncou-se também polipeptídeo principal ser um produto de degraoaç
, i ^niídeo nrincipal não conferiu com as cadeias 

Que o peso molecular do pohpep
. ■ ao rprphro- myr la de rato (130 KDa), 

Posadas das seguintes miosinas
Í190 KDa) e miosma VI de sumos miosina V de cérebro de vertebrados (17U

Mnnqeker & Cheney, 1995). Entretanto, (UO-145 KDa) (para revisão ver Mooseker^ y ’ 
, ■ nA^ n estas com peso molecular diferente, 

podem existir proteínas relactonadas a estas,



Que ainda não foram descritas. Além disto, outras miosinas recentemente 

ráentifícadas por análise genética possuem peso molecular acima de miosina 

assim como o polipeptídeo principal. Tais miosinas são: A miosina VII 

^entifícada como um gene defectivo em um camundongo mutante recessivo 

Para surdez (Gibson et al, 1995) e em humanos na síndrome de Usher tipo 

uma doença recessiva caracterizada pela surdez congênita, disfunção 

vestibular e retinite pigmentosa (Weil et al, 1995). Análise por imunoblot 

revelou que a cadeia pesada da miosina VII, em vários vertebrados, é um 

Polipeptídeo de cerca de 240 KDa (Hasson et al, 1995). A miosina IX de 

ratos Myr 5 (Reinhard et aí, 1995) e a miosina humana IXb (Bement et al, 

1994) foram identificadas em vários tecidos, entre estes o cerebro, como 

Polipeptídeos de 225 KDa e 229 KDa respectivamente (para revisão ver 

Mooseker & Cheney, 1995)- Porém, as características bioquímicas destas

Proteínas ainda não são conhecidas.
O peso molecular do polipeptídeo principal também não está de 

acordo com outras ATPases que não são motores moleculares como por 

exemplo- A Na+/K+-ATPase que encontra-se embebida na membrana 

Plasmática de diversos tipos celulares sendo bem abundante no sistema 

nervoso, é constituída de dois tipos de subunidades.- « (112 KDa) e p (~40 

®a) associadas na membrana como um tetrâmero a2p2 (para revisão ver 

Dalil & Hokin 1974) A Ca2t-ATPase (110 KDa), situada na membrana do 

retículo endoplasmático, transporta Ca* ativamente para fora da célula 

(Mactemian et al, 1985). A bomba de prótons de membranas de 

, ^.nUvn FrFn onde Fi cataliza a hidrólise mitocôndría é constituída pelo complexo hU
a trnnslocacão de prótons através da de ATP (ATPase) e Fo promove a translocaça P

ATPase Fi mitocondnal possui de 300 a 400 
rnembrana. Em mamíferos, a A

. , ■ de subunidades com peso molecular de 6
^Da, sendo constituída por o tip 
a 56 KDa (para revisão ver Fillingame, 1980).
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Para verificar se a ATPase da fração PC é uma miosina foi 

determinado o seu efeito na sedimentação da actina sob baixa velocidade de 

Centrifugação (Polard & Cooper, 1982). Sob as condições deste ensaio F- 

actina sozinha não sedimenta durante a centrifugação a 12.000 g. Entretanto, 

a adição de baixa concentração de miosina resulta na cosedimentação da 

actina com miosina Quando ATP esta ausente, mas não Quando ATP está

Presente (Polard & Cooper, 1982; Espíndola et al, 1992). Deste modo, parte 

do polipeptídeo principal cosedimentou com F-actina na ausência de ATP 

em baixa velocidade de centriftgação, o que não ocorreu 11a presença de 

ATP (figura 18).
A cosedimentação do polipeptídeo principal com actina levantou a 

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

mostraram a rapida degradação de miosina V de cérebro por calpaína 

- -------- - lamente 135, 80 e 65 KDa. A proteólisegerando fragmentos de aproximadamente 135, 80 e 65 KDa. A proteohse 

Por calpaína dos polipetideos da fração PC mostrou degradação de dois 

Polipeptídeos entre 45-66 KDa e dos polipeptídeos de alto peso molecular, 

ao mesmo tempo em que surge um fragmento de aproximadamente 130 KDa 

além de outros fragmentos situados junto à frente de bromofenol (figura 19).
• • X T 1



actina e sofre proteólise por calpaína produzindo fragmentos em tomo de

KDa (Glenney et al, 1982a; Glenney et al, 1982b; Burridge et al, 1982). 

0 polipeptídeo principal da fração PC foi marcado por um anticorpo 

específico para a subunídade a da fodrina (figura 21). Além disto, o 

fragmento de 130 KDa gerado da proteólise por calpaína também foi

marcado pelo anti-fodrina provando ser este derivado da clivagem do 

Polipeptídeo principal nesta fração (figura 22). Fodrina tem um sítio ligante 

de calmodiüina na subunídade a (para revisão ver Bennett, 1990). Como era 

esperado dos dados anteriores, o polipeptídeo principal presente na fração 

PC ficou retido em coluna de CaM-Agarose, como pode ser demonstrado 

Por SDS-PAGE (figura 23). Com base nestes resultados, descarta-se a 

suspeita de que o polipeptídeo principal seja o responsável pela atividade 

ATPásica, pois fodrina não tem atividade ATPásica.
Diferente do que era esperado o polipeptídeo principal não foi 

marcado pelo anti-calmodulina no ensaio de ligação á calmodulina (figura 

26). Posterionnente, suspeitou-se de que o lote do anticorpo utilizado 

estivesse trocado uma vez que, em ensaios paralelos no nosso laboratório, o 

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

com este anticotpo. Porém, este ensaio foi importante pela marcação de 

outro polipeptídeo como será discutido abaixo.
Os polipeptídeos de alto peso moiecuiar que foram observados nas 

frações e no “void” CaM, neste com menor intensidade (figura 23), 

i • 4 c^racão da coluna ou de sobreposição de
levantam a suspeita de saturaç

r apl A atividade ATPásica, neste experimento,
Polipeptídeos diferentes no gel. A

. .xac npm no “void”, O que levou a pensar que não foi detectada nem nas frações nem no vo , i
, . , t,vi9 coluna Entretanto, nenhum polipeptídeo foi

ela ainda podería estar retida na
' Ha coluna com EGTA 2 mM e ureiaobservado em SDS-PAGE apos elwçao da comn
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Suspeita-se que a eluição da coluna com uréia e EGTA causou danos 

na resina pois, em outro experimento realizado, o polipeptídeo principal se 

ligou fracamente à coluna, como observado pelo imunoblot sondado com 

anti-fodrina, enquanto que houve marcação deste polipeptídeo no 

“void”(figura 24). Corroborando a suspeita, observou-se que este resultado 

nao está de acordo com a intensidade do polipeptídeo principal, em SDS- 

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

atividade Mg2+-ATPásica também saiu no “void”.

No ensaio de ligação à calmodulina, um polipeptídeo de 50 KDa da 

fração PC foi marcado (figura 26). Este resultado junto com a degradação 

Por calpaína do polipeptídeo de 50 KDa (figura 19) levantou a possibilidade 

deste polipeptídeo ser a subunidade a de CaM-quinase II.

proteína quinase tipo II dependente de calmodulina (CaMA proteína quinase upu 11 UVjavuuv...,_
Qamase II) é uma proteína quinase multifuncional encontrada principalmente 

n° cérebro. A enzima purificada de cérebro de rato tem um peso molecular 
• * * »•/>650 KDa e é composta de duas subunidades diferentes: a (50 

r-o tzfaoA hhp na nresença de cálcio também ligam à
cativo de 550-650 KDa e é composta UC UlIOJ KJViL/v—----
KDa) e p/p’ (60 e 58 KDa) que na presença de cálcio 
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adição de cálcio/calmodulina não estimulou a fosforilação (figura 28). 

Observou-se, também, que nenhum outro polipeptídeo da fração PC sofreu 

f°sforilação (figura 28). Por isto, o polipeptídeo de 50 KDa pode ter sido 

fosforilado durante a preparação e no decorrer desta, por desnaturação, 

tornou-se inativo, perdendo a capacidade de autofosforilação e de fosforilar 

outros polipeptídeos da fração PC. A desnaturação, originando uma forma 

de CaM quinase II inativa, pode explicar porque o polipeptídeo de 50 KDa 

não ficou retido na coluna de afinidade a cahnodulina.
A descoberta, neste trabalho, de que o polipeptídeo principal da 

^Ção PC é fodrina, elimina a possibilidade de ser o responsável pela 

atividade M^ATPásica da fração. Isto explica o pequeno grau de 

Purificação da atividade Mg^ATPásica obtido na fração PC por Santos 

(1997), uma vez que o principal polipeptídeo desta preparação é fodrina. 

Dados recentes no nosso laboratório mostram uma separação parcial das 

duas bandas de alto peso molecular mostrando que a atividade ATPásica 

acompanha o polipeptídeo acima de fodrina (comimicação pessoal, Cunha). 

No entanto outros experimentos precisam ser realizados para purificar e 

identificar a ATPase desta fração.
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6<X)NCLUSÕES

0- O polipeptídeo principal da fração PC é a subunidade a da fodrina 

Portanto, não é responsável pela atividade ATPásica desta fraçao.

2)~ O polipeptídeo de 50 KDa é a subunidade a de CaM-qumase II, que 

sofreu fosforilação endógena durante a preparação e no decorrer desta se 

tomou inativa, perdendo a capacidade de autofosforilação e de fosforilar 

outros polipeptídeos da fração PC.



7-RESUMO

Este trabalho consiste na caracterização de polipeptídeos de uma 

fração enriquecida em atividade M^-ATPásica obtida a partir de 

sobrenadante 38.900 g de cérebro de ratas utilizando coluna de 

fosfocelulose (Santos, 1997). Observa-se nesta fração um poltpeptídeo 

i kr nrima da cadeia pesada de miosina II, um 
principal de peso molecular acima

j P vários polipeptídeos entre 45-66 KDa. O 
polipeptídeo acima deste e vario p P P ...
Polipeptídeo principal cosedimentou com actina, a 12.000 g, na ausência e 

ATP. O ensaio de proteólise com calpaína mostrou a degradaçao e do,s 

.. « 4S trrta e dos polipeptídeos de alto peso molecular,
polipeptídeos entre 66-45 KDa e aos po p p 
com o surgimento de mu frusto de aproximadamente 13 KD. alem e 

outros junto à frente de bromofenol. O polipeptídeo princ.pal e o fra^nen o

, infl anticorpo específico para a subumdade de 130 KDa foram marcados por um anticorpo P

J dados o polipeptídeo principal ficoua de fodrina. Corroborando estes dados, P P p

t Tm nolipeptideo acima da fodrina retido na coluna de CaM-Agarose. Um polipep
1 «a de CaM-Agarose. O polipeptídeo de 50 KDa 

também ficou retido na coluna . .
, , de fosfocelulose e foi proteolizado por calpaína e

que icou retido na co un demonstrado por imunoblot
a subunidade a de CaM-quinas , thcforilacão endóeena

Pste Dolipeptídeo sofreu fosfonlaçao endogena 
utilizando anti-CaM-quinase. inativa nerdendo a

jpmrrer desta se tomou inativa, perdendo a 
durante a preparação e no d



capacidade de autofosforilação e de fosforilar outros polipeptídeos da fração



8-SUMMARY

This work consists

fraction characterization 

containing Mg2^ ATPase activity Uulose coluinn (Santos, 1997).

the rats brain supematant using a p pOlypeptide whose molecu ar
It was observed in this fraction one pnncip this

weight is higher than myosin H C» ’ between 45-66 kDa. The 

and several polypeptides with m°lí*u actin> in 12.000 g, m

Principal polypeptide exhibited cose ®e fte degradation

the absence of ATP- The poiypep<ides of high

of two polypeptides among 66'45 * ely 130 kDa fragnent

molecular weight, vrith the arismg of P pnncipal polypepbde and 

further ou others join the front of bromo (o fodrin „ suburut.

the 130 kDa fragment were marke y lypeptide was retained in t 

Corroborating these dates, the P^P was als0 retained m the

CaM-Agarose. The polypeptlde a that was retained ui tre

CuM-Agarose ™
PtaptaU*» »■- ' ' ”” W —

.. .............. ». »
CaM kinase II. This PolypeP“^ converted in 'nactive One’ 10°S’n8 

during the preparation and



«p«íly*'■ 

fractiorfs polypeptides.
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