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1- Introdug¢ao

1.1- Citoesqueleto

Células eucariéticas possuem uma estrutura interna, chamada de
citoesqueleto, que lhes da formas distintas. O citoesqueleto pode ser
definido como sendo uma rede citoplasmatica de estrutura fibrilar com
papel na manutengéo da morfologia celular, transporte intracelular,
motilidade para a célula, mitose e meiose. Essa estrutura dindmica ¢ formada
por trés classes de fibras do citoesqueleto: microtibulos, microfilamentos e
filamentos intermediérios (para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989;
Niggli & Burger,1987).

Os microtébulos possuem uma estrutura similar em todas as células
eucarioticas (Artvinli, 1987). Sdo estruturas longas com cerca de 100 pm em
forma de tubos e apresentam didmetro interno e externo de cerca de 15 e 25
nm, respectivamente (para revisio ver Wallin & Stromberg, 1995). Os
microtibulos sdo constituidos por duas proteinas relacionadas mas nio

idénticas, o e 3 tubulina, com tamanho de 4 x 8 nm (para revisdo ver Wallin

& Stromberg, 1995).




Figura 01: Estrutura dos microtibulos (Mandelkow et al, 1995)

Em cilios e flagelos, os microtibulos encontram-se em estruturas
altamente organizadas possuindo nove pares externos de microtibulos ao
redor de dois microtubulos isolados. Sua organizagéo, a qual € mantida por
vérias proteinas associadas, estd envolvida em movimentos gerados por
cilios e flagelos usando a energia liberada da hidrolise de ATP por uma
ATPase associada a microtibulo, a dineina. Os microtubulos sdo polimeros
dindmicos que continuamente polimerizam e despolimerizam nas células € in
vitro, esta propriedade € denominada de instabilidade dindmica (Mitchison
& Kirschner, 1984; Saxton et al, 1984; Wadsworth & Salmon, 1986;
Cassimeris et al, 1987; Sammak & Borisy, 1988).

Existem duas classes de proteinas associadas a microtabulos: as

MAPs, “microtubule associated proteins”, que sdo grandes polipeptideos (>




250 kDa) e um grupo de proteinas de ~ 60 kDa, proteina tau (Olmsted,
1986; Hirokawa et al, 1988). As MAPs estio envolvidas na associagdo dos
microtiibulos com microfilamentos e dos microtiibulos com neurofilamentos
(para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989).

Os microtibulos participam de diversos processos celulares tais
como: movimentos de cromossomos, transporte intracelular de organelas,
crescimento e manutencdo da forma celular e transdugdio sensorial. Eles
formam uma estrutura de suporte que orienta os movimentos das organelas
dentro da célula (para revisio ver Carraway & Carraway, 1989). A
depolimerizagdo de microtibulos bloqueia a segregagdo de cromossomos €
hi evidéncia que os microtibulos e suas proteinas associadas estdo
envolvidas ativamente em muitos aspectos da mitose (Vallee &
Sheetz,1996).

Os microfilamentos sio fibras compostas por subunidades de actina
em homopolimeros lineares de aproximadamente 7 nm de didmetro. A actina
consiste de um tnica cadeia polipeptidica com cerca de 375 residuos de
aminoacidos, sua sequéncia e propriedades bioquimicas sdo bem
conservadas (para revisdo ver Kabsch & Vandekerckhove, 1992). Esta
presente em todas as células eucari6ticas e participa de varios processos de
motilidade celular. E uma proteina globular (actina G) de peso molecular 42
kDa, a qual polimeriza formando filamentos (actina F) para realizar muitas
de suas funcBes bioldgicas (para revisio ver Hennessey et al, 1993). A
actina F é um dos principais componentes do citoesqueleto (para revisdo ver
Hennessey et al, 1993). O controle da polimerizagdo-despolimerizag¢do da
actina F é muito importante para muitos processos de modificagtes
morfologicas € movimentos intracelulares (Bamburg & Bernstein, 1990;
para reviséo ver Hennessey et al, 1993). Andlises de cristalografia com raio
X mostram que a actina € constituida de dois dominios globulares e tem

dimensdes aproximadas de 30x40x70A. In vitro, em condigdes fisiologicas,




a actina G polimeriza-se formando a forma fibrosa, actina F, a qual se
assemelha muito aos filamentos finos. A actina F aparece em micrografias
eletronicas como dois corddes de contas torcidos um em torno do outro

(para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989).

o Sy,

Figura 02: Esquema da actina F (Stryer, 1992).

Frequentemente, os microfilamentos formam uma teia imprecisa
abaixo da membrana celular e possuem uma fungdo de suporte mecanico
como os microtibulos (para revisdo ver Carraway & Carraway,1989). Os
microfilamentos participam na geragdo da tensfo: na contragdo do musculo e
no dobramento ou extensdo da membrana celular. Estudos de ultraestrutura
sugerem que os microfilamentos sdo abundantes na regido cortical
subjacente a membrana plasmaética axonal e possuem um papel importante
na arquitetura do seu citoesqueleto interno (Fath & Lasek, 1988).

Os filamentos intermedidrios sdo estruturas fibrilares de 10 nm de
didmetro sendo mais diversas que os microfilamentos. Todas as proteinas
destes filamentos apresentam um centro estrutural com aproximadamente
310 residuos de aminodcidos, que é predominantemente em super hélice de
o hélice. Cinco classes de filamentos intermediarios foram descritas baseado
na origem da célula, sdo estas: 1) filamentos de vimentina com subunidades
de 54 KDa, sdo encontradas em células de origem mesenquimal ou células

em cultura (meningiomas); 2) desmina, encontrada predominantemente em




células miogénicas (midcitos cardiacos) possuindo subunidades de 52 KDa;
3) proteinas fibrilares gliais com subunidades de 50 KDa encontradas em
células astrogliais; 4) neurofilamentos, compostos por proporg¢des variaveis
de trés subunidades: 70, 140 e 200 KDa sendo encontrados em células
neuronais; 5) citoqueratinas ou tonofilamentos, com subunidades
heterogéneas de 40-70 KDa e aparecem em células epiteliais, desmossomos,
(para revisdo ver Carraway & Carraway, 1989).

Todas estas classes de filamentos intermedidrios s@o
morfologicamente similares, porque suas subunidades contém um nucleo
central conservado. Em células eucarioticas, os filamentos intermediarios
servem como integradores mecédnicos no espago celular (para revisdo ver

Carraway & Carraway, 1989).

1.2- Motores Moleculares

A motilidade celular é uma caracteristica central dos seres vivos. As
células possuem uma estrutura dinfmica a qual possibilita o seu movimento
através de um substrato, a emissdo de proje¢es de membrana e uma
diversidade de movimentos intracelulares que sdo essenciais ao seu
desenvolvimento e crescimento. Esta variedade de movimentos celulares
exige a participagio de uma diversidade de motores moleculares (para
revisdo ver Endow & Titus, 1992).

A caracteristica comum dos motores moleculares € que sdo proteinas
que tem a habilidade de hidrolisar o ATP convertendo parte de sua energia
quimica em trabalho mecanico. Portanto, essas proteinas constituem um
componente gerador de forca para a célula e possuem um papel essencial em
muitos processos celulares tais como: contragdo muscular, fagocitose,

emissdo de pseudopodos, transporte de vesiculas e organelas, migragdo de




cromossomos durante o processo de divisdo celular e citocinese (para
revisdo ver Endow & Titus, 1992; Clarke & Spudich, 1977).

Os motores moleculares estdo reunidos dentro de trés familias de
proteinas: as miosinas, as cinesinas e as dineinas. As miosinas utilizam
filamentos de actina como trilhos para movimento, enquanto as cinesinas e
as dineinas movem-se ao longo de trilhos de microtibulos (para reviséo ver

Endow & Titus, 1992).

1.3- Miosinas

Miosinas sfo enzimas que caracterizam-se por apresentar um dominio
N-terminal globular conservado de ~ 80 kDa (denominado cabega) que pode
ligar-se A actina, hidrolisar o ATP e translocar ao longo de filamentos de
actina (para revisdo ver Warrick & Spudick, 1987 ); contém uma regido C-
terminal (dominio cauda) que é especifica para cada classe das miosinas, e
entre estas duas regides estd o dominio pescogo (ou regulatorio) no qual
ligam-se as cadeias leves (Cheney & Mooseker, 1992, para revisdo ver
Mooseker & Cheney, 1995).

A primeira proteina motora a ser descoberta nesta familia foi a
miosina Il (miosina convencional ou miosina cldssica de musculo),
denominada desta forma por possuir duas cadeias pesadas (de
aproximadamente 200 kDa) e possuir na extremidade N-terminal de cada
cadeia uma porgdo globular. As duas cadeias pesadas estdo unidas por um
longo bastdo em a hélice super espiralada denominada cauda (Warrick &
Spudich, 1987). A cauda tem a capacidade de interagir com as caudas de
outras moléculas de miosinas para formar filamentos bipolares (Warrick &
Spudich, 1987; Hammer 111, 1991). Os dominios globulares cabeca contém

sitios ligantes para ATP, actina e cadeias leves de miosina e exibe atividade




Mg-ATP4sica estimulada por filamentos de actina (Warrich & Spudich,
1987; Hammer III, 1991).

Figura 03: Molécula de miosina II (Voet & Voet, 1990)

Proteinas relacionadas com a miosina muscular foram descobertas em
outros sistemas como a identificada por Pollard & Korn em 1973, em
Acanthamoeba. Essa miosina possui uma unica cadeia pesada (uma tUnica
cabega) com peso molecular de 110 kDa e ndo forma filamentos (Warrick &
Spudich, 1987). Posteriormente, proteinas relacionadas com essa miosina
também foram encontradas em outras espécies de eucariotos inferiores,
como em Dictyostelium (Titus et al, 1989) e em borda em escova de células
epiteliais do intestino de vertebrados (Collins & Borysenko, 1984;
Mooseker et al, 1991, para revisdo ver Wolenski, 1995). Devido ao fato
destas proteinas apresentarem 01 cadeia pesada, houve a necessidade de
separar estas proteinas em uma nova classe, denominada de miosina I ou
miosina ndo convencional (Pollard et al, 1991).

Estes motores moleculares estio envolvidos em varios tipos de
motilidades celulares incluindo citocinese (Goldman et al, 1976), fungéo
contratil nos vactolos (Warrick & Spudich, 1987), secre¢do (Warrick &
Spudich, 1987; Hasson & Mooseker, 1995), fagocitose (Fukui, 1993 a,b;
Hasson & Mooseker, 1995), formagdo de pseudépodos (Fukui, 1993 a,b)
trafego vesicular (Warrick & Spudich, 1987; Wolenski, 1995), transporte de




organelas (Hasson & Mooseker, 1995) e estdo amplamente distribuidas em
células eucariéticas (Clarke & Spudich, 1977; Korn, 1978; para revisdo ver
Korn & Hammer III, 1988).

Anélise de fenétipo mutante também propiciou a descoberta de outras
mijosinas como o gene nina C de Drosophila (Montell & Rubin, 1988),
MYO2 de levedura em Saccharomyces cerevisae (Johnston et al, 1991) e 0

gene dilute de camundongo (Mercer et al, 1991).

Uma nova miosina denominada inicialmente de p190 foi identificada
em encéfalo de mamiferos através de estudos bioquimicos e imunolégicos
(Larson et al, 1986; Larson et al, 1988; Larson et al, 1990; Larson, 1996).
Esta proteina apresenta caracteristicas distintas de miosina II convencional e
miosina I de borda em escova de células epiteliais intestinais, sendo bastante
enriquecida em cérebro (Espreéfico et al, 1992; Espindola et al, 1992;
Larson et al, 1988). E encontrada em muitos vertebrados como galinhas,
ratos, camundongos e humanos (para revisio ver Wolenski, 1995; Larson,
1996). Esta classe de miosina possui, além do dominio cabega e cauda, um
longo dominio pescogo composto por 6 “IQ motif” que sdo sitios ligantes de
calmodulina (Larson, 1996; Cheney et al, 1993).

Como um grande nimero de novas miosinas foram descobertas, a
simples divisdo de miosinas dentro de duas classes, I e II, ndio era mais
apropriado. Alguns pesquisadores propuseram a construgdo de uma arvore
filogenética onde a familia das miosinas foram subdivididas em classes
tendo como base a estrutura primaria do dominio motor, que é a regido
conservada dessas moléculas (Espreafico et al, 1992; para revisdo ver
Mooseker, 1993; Cheney et al, 1993; Goodson & Spudich, 1993; para
revisdo ver Mooseker & Cheney, 1995). Esta classificagdo reflete na relagdo
filogenética entre as miosinas e seus dominios estruturais (para revisdo ver
Mooseker & Cheney, 1995). Manteve-se a denominagdo de miosina I e Il

para as miosinas monoméricas (com uma Gnica cabega globular) e diméricas




(com duas cabegas globulares), respectivamente € ordenou as demais de
acordo com sua ordem cronologica de descoberta (Cheney et al, 1993).
Atualmente ja foram identificadas 12 classes de miosinas (para revisdo ver
Mooseker & Cheney, 1995).

Todas as cadeias pesadas de miosina que se conhece consistem de
uma regido motora N-terminal ou dominio cabega, um dominio pescogo (ou
regulatério) que é um sitio ligante de cadeia leve, e um dominio cauda na
regidio C-terminal especifica de cada classe. O dominio cabega, embora seja
conservado entre todas as miosinas, tem caracteristicas especificas de cada
classe que podem ser importante para definir propriedades funcionais de
miosinas (para revisdo ver Mooseker & Cheney, 1995).

As miosinas de um modo geral apresentam as seguintes
caracteristicas enzimaticas: a) baixa atividade ATP4sica na presenga de Mg,
MgATPssica, (Pollard, 1982); b) Atividade ATPéasica na presenca de ions
Ca™ (CaATPase) superior a MgATPisica; c) Elevada atividade ATPasica
na auséneia de cations divalentes e alta concentragdo de K'(K-EDTA
ATPasica) e d) atividade MgATPasica estimulada por actina em condi¢oes
fisiologicas (Pollard, 1982). Miosina V e miosina I de borda em escova de
células epiteliais usam a calmodulina como cadeia leve, ligam-se a
calmodulina na auséncia de célcio e a estimulagdo da sua atividade

MgATPasica por actina depende de Ca™ / CaM (Espindola et al, 1992;
Cheney et al, 1993).




10

1.4- Cinesina

A cinesina foi primeiramente purificada de ax6nios gigantes de lulas
(Brady, 1985; Vale et al, 1985). Transporte axonal rapido e experimentos de
motilidade demonstram que de modo geral a cinesina é uma proteina motora
que realiza movimento in vifro somente em diregdo a extremidade (+) do

microtibulo, ou seja, do centro da célula para a periferia (Vale et al, 1985).

Organelle

Microtubule

Figura 04: Motilidade da cinesina ao longo do microtabulo.

(Salmon, 1995).

Cinesina isolada de uma variedade de tecidos e organismos como
cérebro bovino (Vale et al, 1985; Kuznetsov & Gelfand, 1986), medula
adrenal bovina (Murofushi et al, 1988), ovos de ourigo do mar (Scholey et
al, 1985), embridio de Drosophila (Cole et al, 1994), figado de rato
(Hirokawa, 1996), Acanthamoeba (Valle & Shpetner, 1990), Dictyostelium
(McCaffrey & Vale, 1989) entre outros sio geralmente compostos por um
tetramero (0,P) consistindo de duas cadeias pesadas idénticas o (KHC) de
110-135 kDa e duas cadeias leves idénticas B (KLC) de 60-80 kDa
(Kuznetsov et al, 1988; Vallee & Shpetner, 1990; Brady, 1991; Block,
1995; para revisdo ver Cole & Scholey,1995; Goldstein, 1991;

Haimo,1995). A cinesina purificada de cérebro bovino apresenta um
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complexo de dois polipeptideos de 120 kDa, cadeia pesada, e dois
polipeptideos de 62 kDa, cadeia leve (Bloom et al, 1988; Kuznetsov et al,
1988).

A molécula de cinesina consiste de trés dominios maiores. Na
extremidade N-terminal de cada cadeia pesada, encontra-se o dominio motor
globular ou cabega com aproximadamente 450 aminodcidos e com cerca de
40 kDa (para revisdo ver Cole & Scholey, 1995); esta regido contém sitios
para hidrélise de ATP e uma regido de ligagdo ao microtibulo (Hirokawa,
1989; Scholey et al, 1989; para revisdo ver Goldstein, 1991). Presa a cabega
globular est4 uma longa cauda de 50-60 nm, a qual consiste de uma “haste”,
cuja estrutura ¢ uma o hélice super espiralada (para revisdo ver
Goldstein,1991). A extremidade C-terminal da cadeia pesada, dobra-se
formando uma segunda regido globular. Acredita-se que esta regido contém
tanto sitios ligantes de cadeia leve como sitios ligantes para membranas da
“carga” a ser transportada (para revisdo ver Goldstein, 1991; Cole &
Scholey, 1995), como também pode se ligar a organelas e a outras estruturas

celulares (Hirokawa et al, 1989; Yang et al, 1989).

HEAD TAIL

BEND?

'

c(:)\\—'2

COIL1

[ |

KHC KHC + KLC

Figura 05: Diagrama esquematico da cinesina. (Goldstein,1991).
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———

Figura 06: Esquema mostrando os movimentos de que participa

a cinesina, sendo movido a ATP, sobre trilhos de

microtabulos (Stryer, 1992).

Cinesina de Acanthamoeba e ovos de ourico do mar contém uma
cadeia pesada de 130 kDa e ainda ndo foi determinado se cadeias leves sdo
complexadas com estas cadeias pesadas (Porter et al, 1987; McCaffrey &
Vale, 1989). Uma proteina relacionada com cinesina obtida de cérebro
bovino e ovos de ourigo do mar apresenta uma complexo homodimérico (o)
com auséncia de cadeias leves (para revisdo ver Cole & Scholey, 1995).

Proteinas similares a cadeia pesada de cinesina também foram
identificadas através da analise genética de mutantes. Alguns exemplos séo:
1) o gene bim C de Aspergillus nidulans (Enos & Morris, 1990) que parece
ter um papel importante na formagdo e manuten¢do da divisdo mitdtica
(Cole et al, 1994). A proteina KRP-130 de Drosophila foi o primeiro

membro desta subfamilia a ser isolado de um tecido nativo. E um
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homotetramero de 500 kDa composto por 04 polipeptideos aparentemente
idénticos de 130 kDa que ndo possuem polipeptideos acessorios e cadeias
leves (para revisdo ver Cole & Scholey, 1995). 2) O gene KAR3 de
Saccharomyces cerevisae (Meluh & Rose, 1990), cujos mutantes exibem
uma eficiéncia reduzida na fusdo nuclear durante a conjugagdo e apresentam
consequentemente defeitos de Kariogamia. 3) O gene ncd de Drosophila
melanogaster afeta tanto a colorag@o dos olhos como a distribuigdo meidtica
cromossdmica em Drosophila led (para revisdo ver Endow & Titus,1992).
4) O gene nod que afeta predominantemente a troca cromossdmica e causa
a ndo disjungdo e perda de cromossomos na meiose (Carpenter, 1973 ;
Zhang et al, 1990). 5) O gene Unc - 104 mostra acumulag@o de numerosas
vesiculas no corpo celular neuronal como em C. elegans,(Otsuka et al,
1991); 6) o gene Cut 7 é um mutante sensivel a temperatura que mostra
anormalidades na formagdo dos spins mitdticos com possiveis duplicagGes
em sua estrutura (Hagan & Yamagida, 1990) 7) o gene pal, com perda

especificamente de cromossomos derivados paternalmente em embrides

(Backer, 1975) entre outros mutantes.
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Figura 07: Diagrama das possiveis estruturas de varios membros

da superfamilia de cinesina (Goldstein, 1991).

A atividade ATPasica da cinesina pode ser regulada de diversas

formas dependendo da heterogeneidade de suas cadeias leves. Cadeias leves

de algumas cinesinas sdo proteinas ligantes de calmodulina. Tanto as

cadeias leves como as cadeias pesadas podem ser fosforiladas in vitro e in

vivo pela proteina quinase dependente de AMPc e proteina quinase C. Tanto

calmodulina como a fosforilagio parecem regular a atividade ATPasica da
cinesina (Matthies et al, 1993).

As cinesinas necessitam de cations divalentes para sua atividade
ATPasica (Kuznetsov & Gelfand, 1986; Cohn et al, 1987; para revisdo ver
Vallee & Shpetner, 1990). Apresentam baixa atividade MgATPasica (Vallee
& Sheetz, 1996) sendo esta atividade ativada por microtubulo (Kuznetsov &

Gelfand, 1986; Cohn et al, 1987; McCaffrey & Vale, 1989). Na auséncia de
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microtibulos, a cinesina possui atividade CaATPasica maior do que a
atividade MgATPisica (Kuznetsov & Gelfand,1986) contudo, ndo foi
observado deslizamento dos microttbulos na presenga de CaATP
(Kuznetsov & Gelfand, 1986). A cinesina hidrolisa diversos nucleotideos
como o ATP, GTP, TTP, UTP, CTP e ITP, no entanto, o ATP é o substrato
preferido (para revisdo ver Vallee & Shpetner,1990).

O vanadato inibe tanto a atividade ATPasica da cinesina como o
deslizamento de microtibulo. Sdo necessarios 50 a 60 uM de NaVO; para
inibir de 50% da sua atividade MgATPasica (Cohn et al, 1987; para reviso
ver Vallee & Shpetner, 1990). A cinesina apresenta resisténcia a agentes
oxidantes sulfidril como N-etilmaleimida (NEM) sendo requeridos de 3-5
mM deste, para uma inibigdo entre 20 a 50% da atividade MgATPasica
(Vale et al,1985; Porter et al,1987; Kuznetsov & Gelfand, 1986; revisio

Vallee & Sheptner, 1990).

1.5- Dineina Citoplasmatica e Axonemal.

Microtibulos foram primeiro observados por eletromicroscopia

durante a década de 50 como elementos estruturais compreendendo os

axonemas de cilios e flagelos (Vallee, 1991). As dineinas foram descritas

s internos € ex{ernos presente em microtibulos de cilios e

1965). Estes bragos sdo ATPases

como brago

axonemas flagelares (Gibbons,

responsaveis pelo movimento de deslizamento entre microtubulos que s&o

fundamentais para a motilidade ciliar e flagelar. Os nove microtibulos

duplos externos suportam os bragos da dineina que s3o presos em um anel

por ligagdes entre OS pares de ligagoes chamados de nexina. Em muitos

casos, este anel esta ao redor de um nticleo central de dois microtibulos

formando a estrutura caracteristica 9 + 2 do axonema (Gibbons, 1981).




16

Membrana
citoplasmatica

Subfibra A

Subfibra B

Bainha

xina
K central

Brago
externo de
dineina

Brago
interno de
dineina

™ Microtubulo

Par externo de - central isolado

microtubulos »./'>< \\-._._..—-//
Figura 08: Esquema da estrutura de um axonema. (Stryer, 1992).

Duas classes funcional e estrutural de dineina foram identificadas: a

dineina axonemal, envolvendo o movimento de cilios e flagelos, e a dineina

citoplasmatica (Vallee & Sheetz, 1996). Dineina citoplasmatica e dineina

flagelar e ciliar possuem uma regidio relativamente conservada, a cabega,

envolvida na produgéo de for¢a ao longo de microtibulos (Vallee et al,

1989). Estudos feitos em microscopia eletrénica mostraram que a dineina

citoplasmatica possui uma estrutura similar a dineina axonemal sendo um

analogo desta enzima (Vallee et al, 1988).

As dineinas possuem um alto peso molecular que varia de 1000 a

2000 kDa e contém de 02 a 03 cadeias pesadas, onde encontram-se as

regioes produtoras de forga. Na extremidade N-terminal de 35 kDa de cada

cadeia pesada h4a uma sequéncia consenso denominada de “P-loop”,

correspondendo 2 sitios potenciais de atividade nucleotidase (Vallee &

Scheetz, 1996), que representa a regido motora da molécula (Vallee,1993).
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Figura 09: Estrutura da dineina. (Valle et al, 1989).

As dinefnas tem um numero altamente variavel de cadeias leves e

acessorias. A dineina axonemal contém subunidades acessérias que variam

de 14 a 120
ue a dineina citoplasmdtica contém diferentes  polipeptideos

kDa e possui cadeias leves de 6 e 20 kDa (Vallee, 1991),

enquanto q

acessérios variando de 53 a 74 kDa (Vallee et al, 1988; Paschal et al 1987

a,b; Valle, 1993). A dineina flagelar de Clamydomonas ¢ uma das formas

mais estudadas, ela possui 03 cadeias pesadas distintas de 500 kDa (o, B e

7); 02 cadeias intermediérias de 70 e 78 kDa, e 08 cadeias leves que variam

de 10 a 22 kDa (Valle, 1993; Michell,1994).
Dineina citoplasmatica de cérebro possui 02 cadeias pesadas de 532

kDa, 03 cadeias intermedidrias de 74 kDa e 04 cadeias leves de 59, 57, 55 ¢
53 kDa apresentando similaridades em tamanho com as dineinas flagelar e
ciliar (Vallee et al, 1989; para revisdo ver Holzbaur & Vallee, 1994).

As dineinas axonemal € citoplasmatica sdo capazes de conduzir o
deslizamento de microttibulos in vitro (Paschal et al, 1987 ab; Vale &
Toyoshima, 1988) e ambas enzimas geram forga na dire¢do (-) do
microtibulo (Paschal & Vallee, 1987; Vale & Toyoshima, 1988; Holzbaur

& Vallee, 1994). A habilidade da dineina citoplasmatica de cérebro produzir
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forca em diregdo a extremidade (-) de microttbulos sugeriu seu papel no

transporte axonal retrogrado (Vallee, 1991).

Dineinas citoplasmatica € axonemal sdo inibidas por reagdes

fotoquimicas ndo usuais, onde o vanadato media a fotolise da cadeia pesada

de dineina por luz UV (Vallee, 1991). O uso desta reagdo em sistemas com

motilidade de organelas foi reconstituido in vitro indicando inativagdo

preferencial do movimento retrbgrado. Em muitos casos o0 movimento

retrogrado pode ser reconstituido pela adigio de dineina citoplasmatica
purificada (Vallee, 1991).

As dineinas estdo presentes €m varios tecidos e organismos como:

cérebro de vertebrados, figado, testiculo, culturas epiteliais, fibroblastos,

células de Sertori, nematddeos, ciliares (Vallee, 1991), Dictyostelium

discoideum (Koonce €

1993). As dineinas s
o transporte axonal (Paschal & Vallee, 1987; Vallee

t al, 1992) e Saccharomyces cerevisiae (Eshel et al,

tdo envolvidas em muitas formas de motilidade

citoplasmatica incluind
et al, 1989), localizagéo
et al, 1992) e mitose P

epiteliais a dineina parece ¢

centripeta das vesiculas de Golgi (Corthésy-Theulaz
farr et al, 1990; Steuer et al, 1990). Em células
star envolvida na distribuicdo e redistribui¢éo de

endossomos, complexo de Golgi e lisosssomos (Lins & Collins, 1992) e

também parece estar implicada com a migragdo nuclear em eucariotos

& Scheetz,1996).

stica e axonemal diferem-se quanto a sua

inferiores ¢ humanos (Vallee

As dineinas citoplasm

especificidade de qucleotideos. Além do ATP, a dineina citoplasmatica

hidroliza diversos substratos como: CTP, GTP, UTP, ITP e TTP. Inclusive,

ela hidroliza esses substratos melhor que o ATP (Shpetner et al 1988;

Collins & Vallee, 1989). A dineina axonemal por sua vez, utiliza

preferencialmente 0 ATP como substrato para sua hidrolise (Shpetner et al,

1988).
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Em preparagdes de cérebro de rato a dineina citoplasmética se

encontra bem enriquecida no citosol € possui atividlade MgATPasica

estimulada por microtibulo em concentragdes fisiologicas (Paschal et al
1987; Vallee et al, 1989). A atividade enzimatica desta dineina é dependente

de cations divalentes (Mg™ ou Ca™) sendo reduzida em sua auséncia

(Shpetner et al, 1988). A atividade ATPasica € mais alta na presenga de

magnésio do que na presenca de célcio (Pratt et al, 1984; Shpetner et al,

1988).
O vanadato inibi a dineina cito
0% de sua atividade ATPasica (Shpetner et al, 1988).

plasmatica sendo necessario de 5 a 10

uM para inibigdo de 5

A dineina de cérebro ¢ inibida por 9-eritro(-2-hidroxi-3-nonil) adenina

(EHNA), um andlogo de adenosina (Shpetner et al, 1988; Paschal & Vallee,

1987; Gibbons et al, 1978). EHNA 1,0 mM, em alta forga idnica (0,6M

KCl), inibe 85% da atividad
al (Shpetner et al, 1988; Penningroth et al,

e da dineina citoplasmatica e totalmente a

atividade da dineina axonem
1985). EHNA ¢ um inibidor menos potente queé O metavanadato (NaVOs),

porém € um inibidor mais es
e axonal retrogrado (Vallee et al, 1989; Vallee,

pecifico (Shpetner et al, 1988). EHNA inibi

especificamente O transport

1991). A ativagdo da dinéina citoplasmatica ¢ fortemente afetada pela forga

i6nica e pela presenga de agentes redutores durante a purificagéo (Shpetner

et al, 1988).

A dineina citoplas
m direcdo oposta a das outras dineinas e sua

matica purificada de Caenorhabditis elegans

transloca microtubulos €
estimulada por 0,2% de Triton X 100. (Shpetner et

atividade MgATPésica €
al, 1988).
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2-Objetivo

Utilizamos atividade ATPasica como uma forma preliminar de

terizar motores moleculares. Uma fracdo enriquecida em atividade

imulada por Ca**/CaM foi obtida a partir de citosol de cérebro

carac
ATPasica est

usando coluna de fosfocelulose (Coelho, 1988). Recentemente, em nosso

laboratério obteve-se uma fragio enriquecida em atividade Mg/Ca

nucleotidase trifosfatasica de testiculo de coelho, também usando coluna de

fosfocelulose (Patussi, 1996). Assim, 0 O
enadante de cérebro de rato uma fragdo enriquecida em

bjetivo deste trabalho foi obter a

partir de sobr

atividade ATPasica usando coluna de fosfocelulose.
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3- Materiais e métodos

3.1- Métodos de andlises das amostras

3.1.1- Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas nas fragdes foi determinada pelo método

de Bradford (1976) tend

As determinagdes fora

o como padriio a soro albumina bovina.
m feitas em duplicatas e a absorvancia foi

medida a 595 nm. Paralelamente 3 dosagem de proteinas das fragdes foi

feita uma curva - padrdo de soro albumina bovina, cuja concentragdo (5 a 30

ug) esta na faixa de linearidade do método (Figura 10). A concentragdo de

proteinas em mg/ml da amostra foi determinada a partir de calculos de

regressdo linear baseados nos valores obtidos a partir da curva-padréo.
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Figura 10: Curva - padrio de BSA .

3.1.2- Purificacéo de Calmodulina.

A calmodulina foi purificada de cérebro bovino pelo método de

shna & Anderson (1982). O cérebro bovino é homogeneizado em

Gopalakri
pH 8,0; 5 mM EDTA; 1,0

tampdo de homogeneizagao (50 mM Tris-HCl
mM 2- mercaptoetanol € 0,3 mM PMSF). Apés a homogeneizagdo, este €

centrifugado a 15.000 g por 40 minutos. O precipitado é descartado e ao

sobrenadante € adicionado éacido acético 5 M sob agitagéo moderada até

atingir o pH 4,3. Quando atinge este pH ocorre a precipitagdo da

calmoduli

seguida € centrifugada
dido em tamp@o de homogeneizagio € deixado em repouso por 30

pH para 7,2. Em seguida, faz-se

na. Este sobrenadante fica em agitagdo por 60 minutos e, em

a 15.000 g por 30 minutos. O precipitado €

ressuspen

minutos, sendo que antes deve-se acertar O



nova centrifugacéo a 15.000 g por 30 minutos e o sobrenadante € aquecido a
uma temperatura de 90°C em dgua em ebuligdo por 10 minutos, resfriado em

gelo e centrifugada a 15.000 g por 30 minutos. A fragdo soltvel, enriquecida

em calmodulina, foi acrescida de 5,0 mM de CaCl e aplicada a uma coluna

de Octil-Sepharose sendo esta equilibrada com 10 vezes 0 volume de

Tampdo (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,5 mM CaCl; 1,0 mM 2-
mercaptoetanol e 0,2 mM PMSF) a temperatura ambiente. Ap0s a aplicar a

amostra & coluna, esta € lavada com 5 vezes O volume com tampdo de

homogeneizagao adicionando 1,0 mM CaCl, e 0,3 mM NaCl. A eluigéo da
coluna & feita com tampdo (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,3 mM PMSF; 1,0

mM 2-mercaptoetanol e 2,0 mM EGTA). As fragdes obtidas desta eluicdo

foram analisadas em SDS-PAGE e as que apresentam calmodulina foram

reunidas em um “pool” guardadas a -20°C.

3.1.3- Determinagio da Atividade Adenosina Trifosfatasica

As atividades ATPésicas foram determinadas pela medida do fosfato

inorganico liberado da hidroli
o método de Heinonen & Lahtti (1981).

se do ATP. Este fosfato liberado foi dosado

espectrofotométricamente pel

Para os ensaios de atividade ATPésica foram utilizados meios de

e descritos na Tabela 01.

reagdo especificos conform
da pela adigdo de 20 pl de ATP 10 mM

A reagdo foi inicia
(concentragdo final 1,0 mM) e incubada a 37°C por um periodo de tempo
volume do meio

m acrescentados aos 200 pul do meio de incubag@o

pre’-determinado. ) de incubacdo era de 200 pl. Para

interromper a reago, fora
2 ml de solugio AAM (2 volumes de acetona , 1 volume de 10 mM de

molibidato de amonia e 1 volume de SN de acido sulfurico) e agitado por 15




segundos. Em seguida adicionou-se 0,2 ml de acido citrico 1 N e agitou por

mais 15 segundos.
Cada amostra possui seu proprio “branco”, no qual o ATP ¢é
adicionado imediatamente antes de interromper a reagdo com solugio AAM.

Todas as reagdes foram feitas em duplicatas e as absorvancias foram

medidas a 355 nm utilizando cuvetas de quartzo.

Uma curva padrio de fosfato foi feita compreendendo uma faixa de 0

a 200 nmoles de ortofosfato. Nesta faixa a absorvancia em 355 nm varia

linearmente com a concentragdo de ortofosfato (Figura 11). Paralelamente a

toda dosagem, foi determinada um ponto (80 nmoles) da curva padrdo de

fosfato .
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Figura 11: Curva - padrio de Fosfato Inorganico



s foram utilizadas para O calculo da atividade

As leituras obtida

especifica através da seguinte formula:

x 80 nmoles x____]____x___]_

tempo [prot]
(mg)

AE = leitura x __1
amostra leitura

padrio

em nmoles de Pi liberado /

Todos os resultados foram eXpressos

minuto / mg de proteina.

Tabela 01: Meios de rea¢io para atividade ATPisica

T | xa |
Atividade MgCh CaCl, KCl KCl EDTA
5,0mM 3,2 mM 0,06M 0,6 M 1,0 mM
[ e [ x | e T
P B ey
Mg / ATPase x | T X | X
Ca/ATPase | ~——— X X 4y -/ X
K.EDTA ATPase | —— | X | = | 777
L,//'L/L—/L———-Z(—

da atividade ATPasica, contém

dos na determinagd®
mM Imidazol-HC1 e 0,2 mM

Os meios de reagdo usd

além dos reagentes 4ssinalados acim, 25

g estdo indicados nas Jegendas das figuras.

DTT. Outros reagentes utilizado




3.1.4 -Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de

Sédio

A andlise do perfil de polipeptideos foi feita
io (SDS- PAGE) usando o

por eletroforese em gel

de poliacrilamida com dodecil sulfato de sod

sistema descontinuo descrito por Laemmli (1970) e o sistema de placas de

vidro descrito por Studier (1973).

A eletroforese em gel de poliacrila
dimensdes de 10 x 10 x 0,06 cm. As amostras para SDS - PAGE foram

preparadas utilizando 100l da fragdo, 50p1 de solugéo STOP (Tris - HCI
62,5 mM pH 6,8; glicerol 10%; SDS 1% bromofenol blue 0,025%) e 10 pl

de 2- mercaptoetanol (concentragd

gel, foram fervidas por 2 minutos em 4gua em ebuli¢do.

mida foi feita em placas de vidro de

o final de 0,7%) e, antes de aplicadas no

3.1.5- Aplicagdo das amostras

As amostras foram aplicadas nos pocinhos dos géis com o auxilio de
80300), onde a quantidade de amostra aplicada

microseringas (Hamilton,
icar as amostras em todos os pocinhos, a cuba

variava de 2 a 12ul. Apos apl

foi ligada a uma fonte regulada
gel, este € retira

SDS-6H, SIGMA (miosina, 205.000 Da; f8

para 40 miliamperes. Ap6s a corrida, quando

a “frente” chega ao final do do das placas. Foi utilizado o

padrdo de peso molecular

galactosidase, 116.000 Da; fosforilase
66.000 Da; ovalbumina, 45.000 Da; anidrase carbonica, 29.000 Da) como

B, 97.400 Da; albumina bovina,

referéncia de massa molecular relativa. A calmodulina purificada de cérebro
drdo de referéncia

de peso molecular (SDS -

bovino foi adicionada ao p2

6H).




3.1.6- Coloragdo, solucdes fixadoras e secagem dos géis

Apobs a eletroforese, © gel foi corado por aproximadamente 10

minutos com 0,2% de Coomassie Blue R - 250

0%. Em seguida, 0 gel foi descorad
a a secagem, 0 gel € colocado entre duas folhas de

dissolvido em metanol 50%

e 4cido acético 1 o em Metanol 30% e

4cido acético 10%. Par
papel celofane umedecidas em agua € presos em bastidores de madeira.
Caso os géis ndo sejam secos em seguida da sua descoloragéo, estes podem

ser conservados em solugdo de acido acético 7%.

3.1.7- Determinac¢io do Peso Molecular em SDS -PAGE

O peso molecular dos polipeptideos de interesse foram determinados
utilizando marcadores com Peso molecular conhecidos. Foram calculados os
valores de migrag8o relativa (Rf) dos polipeptideos padrdes, através da

formula:

Rf = distancia de migracdo do polipeptideo a artir da origem do gel

distancia de migragao da origem do gel até a frente de bromofenol

A construgdo da curva de calibragdo foi feita plotando valores de
mobilidade relativa (Rf) de cada polipeptideo padrio, eixo X, versus O

logaritmo (log) de seu peso molecular,

mobilidade relativa

seu peso molecular €, po

eixo Y, (Figura 12). Através da

do polipeptideo de interesse calcula-se 0 logaritimo de

steriormente, S€U peso molecular.




log. Peso Molecular

25 T

05 +

0
0,067

/.__’_/——y\—f._‘
0,257 0,405 0,649

Rf

0,203

Figura 12: Curva de calibragéo

0,932
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4- Resultados

aracio da fragio soliivel de cérebro de rata

4.1- Prep

Ratas pesando entre 200 ¢ 300 gramas foram sacrificadas por

s cérebros extraidos rapidamente € colocados em solugéo

decapitagdo e seu

steriormente, OS cérebros foram homogeneizados em

salina gelada. Po
5o (50 mM [midazol - HC1 pH 8,0; 10 mM EDTA; 1,0

Tampdo de Extra¢
mM DTT; 0,3 mM 4-2 AEBSF; 1,0 mM Aprotinina; 0,25 M Sacarose)

usando um homogeneizador (Marconi, modelo TE 102) com pistilo de metal

motor elétrico. Em cada experimento foram utilizados 20

conectado a um
0 em 10 utilizando 7,0 ml de

s foram homogeneizados de 1

cérebros, os quai
adacdo das proteinas, além de

a cérebro. Para evitar a degr

tampdo para cad
olugdes € O homogeneizado foram

utilizar inibidores de proteases, a5 S
gelo. O tempo para @ extraclo € homogeneizago dos 20
roximadamente 40 minutos.

tubos de polietileno e centrifugado

preservados em

cérebros foi de ap

0 homogeneizado foi colocado em

a 38.900 g por 40 minutos em uma centrifu

centrifugagdo, © sobrenadante (fragdo S1) foi filtrado em gaze e o
grama 01).

ga refrigerada a 4°C. Apds a

precipitado (fragéo P1) foi descartado (Fluxo
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Fluxograma 01: Preparacio da fracdo solivel de cérebro de rata

Cérebro de ratas

. Homogeneizados em Tampdo de extragdo

(50 mM [midazol - HC! pH8,0 ; 10 mM
EDTA; 1,0 mM DTT; 0,3 mM 4-2 AEBSF;
1,0 mM Aprotinina ; 0,25 M Sacarose), na
propor¢ao de 7,0 ml por cérebro.

. Centifugagdo 38.900 g X 40 minutos a 4°C.

1

N

Pl

4.1.1-Preparagiio de ATPase da fracao S1 de cérebro de rata

A fragdo S1 foi aplicada a uma coluna de troca ionica de DEAE-
Sepharose (2,9 X 4,9 cm ; de 25
Tamp@o
0 utilizando um fluxo de 0,4 ml/ minuto. Apos

ml), previamente equilibrada com 10 vezes

o volume da coluna com A (50 mM Imidazol - HCL; 0,2 mM
EDTA; 0,2 mM DTT) pH &,
a foi
w Through” € 2 este foi adicionado lentamente

aplicar a fragdo S1, a colun javada com 30 ml de Tampdo A (0,5 ml /

minuto). Foi coletado o “Flo
jtagdo cons
foi centrifugado a 20.300 g por 20 minutos

fragdo P2) que foi

sulfato de amonia com ag tante e moderada até atingir 35% de

“Flow Through”
e uma fragdo precipitada (
A (apresenta um aspecto leitoso) e uma

saturacdo. Este
a 4°C, onde s€ obtev

ressuspendida em 30 ml de Tampao
o S2) de aspecto 10S€0. A
de Tampio de dialise (50

fragdo soluvel (fragl s fragbes P2 e S2 foram

dialisadas, separadam a 4°C contra 1 litro

ente,




31

mM Imidazol - HC1 pH 6,8; 0,5 mM EDTA; 1,0 mM 2-mercaptoetanol)

durante um periodo de 16 horas sendo necessarios 3 trocas durante este

periodo.

Apés a dialise, a fra
ma rotagdo utilizada no passo anterior, para a

fragdo P3, e uma nova fragdo soluvel,

¢do P2 foi submetida novamente a uma

centrifugagdo com a mes
obtengio de um novo precipitado,
fragdo S3 de mesmo aspecto que p2 (Fluxograma 02).
Observa-se na frag@o S3 a presengd de alguns po
acima de 205 kDa e em torno de 150; 66; 50 e 40 kDa (Figura 13). Esta

uma coluna de Fosfocelulose (1,8 X 6,9 cm; 14 ml), a
lume da coluna com

lipeptideos principais

fracdo foi aplicada a
e equilibrada com 10 vezes o VO

m um fluxo de 0,4 ml / minuto. Apés aplicar a amostra,
A pH 6,8 (0,5 ml / minuto)

qual foi previament

Tampéo A pH 6,8 co
q com 30 ml de Tamp@o

a coluna foi lavad
gorvancia a 280 nm. Quando a absorvincia atingiu a

monitorando por ab

linha de base, a colun
. HCI pH 8,0; 0,5 mM EDTA; 1,0 mM DTT: 03

Benzamidina) com um fluxo de 0,4 ml / minuto. Fora

q foi eluida com 50 m] de Tampédo B (50 mM Imidazol
mM AEBSF; 1,0 mM

m coletadas fragdes de

3,0 ml (Fluxograma 03). o
Foram analizadas a atividade MgATPésica € perfil de polipeptideos
S-PAGE. Posteriormente, algumas fragoes com atividade

das frages em SD
minadas de Fragéo PC.

MgATP4sica foram reunidas (~5 fragdes) € deno
O principal polipeptideo das fracbes eluidas da coluna de
fosfocelulose € enriquecidas em atividade ATPésica apresentam mobilidade
um pouco inferior a cadeia pesada de miosina II. Ob?erva-se tarl:lbém’um
polipeptideo de alto peso molecular situado logo acima do polipeptideo
principal e varias bandas de menor peso molecular entre 40 e 60 kDa

(Figura 15).



Fluxograma 02: Preparagio de ATPase de céreb

da fracdo S1

S1

“Flow Through”
- Sulfato de amonia 35%

~20.300 g x 20 minutos
a 4°C.

P2

- Ressusp
- Dializado contra Tampdo 50 mM

Imidazol - HCl pH 6,8; 0,5 mM
EDTA; 1,0 mM 2- mercaptoetanol
- 20.300g x 20 minutos a 4°C.

—

P3 S3

enso em Tampdo A pH 8,0

- Coluna de DEAE - Sepharose
(29X 4,9 cm; 25 ml)

Proteinas retidas

32

ro de rata a partir da




33

Fluxograma 03: Fracionamento de S3 em coluna de fosfocelulose

S3

- Coluna de Fosfocelulose

(1,8 X 6,9 cm; 14 ml)

1’/ l

Proteinas retidas

_ Eluidas com Tampéo B (50
mM Imidazol - HCI pH 8,0;
0,5 mM EDTA; 1,0 mM
DTT; 0,3 mM 4-2 AEBSF;
1,0 mM Benzamidina).

«“Flow Through”

- Fracdes PC
(3,0 ml)
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4.1.2 - Recuperagio da atividade ATPasica

pela centrifugagdo de homogeneizado de cérebro

A fragdo S1, obtida
qusava um elevado

quando aplicada diretament
resina e um arras

e a coluna de fosfocelulose ¢

te de proteinas em seu perfil de

grau de empacotamento da
eluicdo. Assim, optamos por aplicar a fragdo S1 primeiro em uma coluna de
tar este empacotamento e, consequentemente

DEAE-Sepharose para evi
parte das proteinas,

melhorar seu perfil cromatografico.  Uméa
o se ligaram a coluna, ou seja , safram no “Flow

aproximadamente 24%, ni
2 vezes € uma recuperagdo em

Through”, com um indice de purificagdo de ~
torno 23% (Tabela 02)- A este “Flow Through” foi adicionado sulfato de

aménia 35% e depois foi centrifugado, obtendo

atividade MgATPésica especi
S1 (Tabela 02). A fragdo S2 obtida desta centrifugacéo

desprovida de atividade MgATPésica. Quando P2 ¢ centrifugado observa-se

que sua atividade MgATPisica espect

sua atividade sendo perdida e P3.
sfoce

ca coincidiam € estava em t

olla atividade ATPésica especifica caia

uma fragdo P2 com
fica de aproximadamente 4,3 vezes a da fragdo

praticamente era
fica divide-se, com cerca de 50% de

lulose observa que 0 pico de proteinas

Na eluigdo da coluna de fo
orno do quinto

e da atividade ATPésica especif

tubo (Figura 14)- A partir do tub
das

“Flow Through” (Figura 15).

sensivelmente. A maior parte proteinas da fragdo S3 (90%) e de sua

atividade ATPasica safram nO
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sy VD S; P2 S3 P3
[ [
4 bl 5: n jj

! N ']

Figura 13: SDS - PAGE da prepara¢io de ATPase de cérebro de rata
gel (10%) 11,31 pg do S1; 10,65 pg do “Flow
e DEAE-Sepharose (VD); 4,58 pug do S2; 7,24 ug do
gdo P3. 0 gel foi corado com Coomassie

de peso molecular na

cados os padroes
da de miosina; B-galactosidase, fosforilase
nidrase carbonica) expressos em

Foram aplicados em
Through” da coluna d
P2; 15,5 ugdoS3e24l B
Blue R. A esquerda estdo indi
ordem decrescente (C
B: soroalbumina boving; ovalb

Mr x 10 2.

adeia pesa
umina € @
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e ATPasica de sobrenadante (S1) de

Tabela 02: Purificagio de atividad

cérebro de rata

M%

Fragdes ProteinaTotal | Atividade Atividade especfica Recuperagio | Purificagdo

(mg) Total (nmolesPi/min/mg) (%) (X)
S1 792,12 17268,22 21,28 100,0 1,00

2

Flow Through | 187,45 6853,17 36,56 23,0 72
P2 2,33 4009,92 90,73 50 426
>3 19,80 1543,21 94,94 2,5 4,46
Fragio PC 1,82 154,03 238,92 02 1123

7°C em meio de reagdo I (25

As fracs :ncubadas por 30 minutos @ 3
acdes foram incubadas P Cl; 5 mM MgCh ; 0,2 mM DTT; 1,0

nM Imidazol-HCI pH 7,0; 60 mM . .
Lo p EDTA). A reagio foi iniciada Qela adicdo de ATP 1,0
mM > 1y mM ) ida com 2 propria solugdio de dosagem.

(concentrag sendo encontrado resultados

Os valores acima S0

similares em outros experimentos:
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o
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1 140

o
o
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o
o

AE(nmolesPi/min/mg)

o
EN

Absorvancia 280nm
o
w
8 8

o
N

BN

o

0,1 + + 20

456789 1011 121314151617181920212223

123
—m— Absorvancia 260 "M *AE(nmol&sPilmin/mg)

atografico ¢ atividade ATPasica das fracoes

Figura 14: Perfil crom
eluidas da coluna fosf
Proteinas da fragao i de- ?S o°

0. A eluigao fo

elui H para oY
uidas alterando O P 250 m e foram coletadas fragdes de 3,0 ml. Para

ambiente, monitorada 2 . -
a determinagdo da atividade ATPasica, a5 fragoes foram incubadas por
30 minutos a 37°C em meio de reagdo (25 Imidazol - HCI pH 7,0; 1,0
mM EDTA: 1,0 mM EGTA,; 0,2 mM DTT; 60 mM KCL; 5,0 mM MgCh). A

5.l ¢ ATP 1,0 mM (concentragdo final) e

reacio foi iniciada pela adigao de A
¢do foi iniciada PO ° <olucAo de dosagem. Estes valores sdo de

rrompida com @ ProP outras preparagoes mostraram um perfil

0 ; do que ;
1 experunentoda:e;; rea;‘{)es - em duplicatas.

similar a este. To

elulose em pH 6,8 foram
i realizada a temperatura
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9
S:pr123“5678 d
o Py T
205-»
116>
97 >
66>
45=P
29 >
) — kb ;__’__/’—"/

mento de S3 em coluna de

Figura 15: SDS-PAGE do fraciona
de Fosfocelulose foram eluidas

Fosfocelulose . oluna

Proteinas da frag@o 3 retidas na ¢ . e

com Tampdo B (50 mM [midazol-HCl pH 8,0; 9,5 mM EDTA; 1,0 ml~\/I
dina) e coletadas fragoes de

DTT: 0.3 mM 4-2 AEBS; 1,0 mM Benzami p ;
3,0 ml. F dos 4 il da fragdo 3 8 b dor “Flow Theanglt” <a
,0 ml. Foram ap | foi corado com Coomassie

fractes. O g°
fosfocelulose (VP) e 12 uiil (cili;sad ;:os padrdes de peso molecular em ordem

Blue R. A esquerda estdo da de miosind; B galactosidase, fosforilase B ;

decrescente (cadeia pesd . A
nte (cade .povalbumina e anidrase carbdnica) eXpressos em Mr
soroalbumina bovind, idas da coluna de

x 10, No alto estéo indicados ¢
fosfocelulose.
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4.2- Efeito de cations na Atividade ATPasica da fragao PC

a de Fosfocelulose que apresentavam

As fragdes coletadas da colun
a de 100 nmolesPi/min/mg, foram

ativid L s , )
ade ATPisica especifica acim
“Pool”, constituindo 2 Fracio

0,25 mg/ml.
m como outras ATPases requerem

reunidas
em um
PC. A concentragdo de

proteinas desta fragio varia de 0; 16 a
assi

Os motores moleculares,
e, alguns destes motores apresentam

cations divalentes para sud atividad
maior atividade na presenga de Ca (C

Mg (MgATPésica). A atividade MgATP
e CaATPéasica (Figura 16). Na quséncia de cations divalentes

e inexistente (Figura 16) e quando

as atividades MgATPésicas e

aATP4sica) ¢ outros na presenga de

4sica da fragéo PC é 20 vezes maior

que a atividad
TPasica € praticament
senca de Mg~ e Ca™
serva-
6). Algumas ATPases como a

sua atividade A

incubada na pre
se uma inibigdo significativa

sio somadas. Néo ob
o™ (Figura 1
ividade MgATPasica estimuladas

q da fragdo PC quando incubada

CaATP4asicas ndo

da atividade MgATPésica Por C
miosina I, V ¢ CaATPase apresentam at
atividade MgATPasic

por calmodulina. A
dulina néo é estimulada

na presenga de calmo (Figura 17).
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160 -

140 |

120 +

i
o
o

80 +

AE(nmolesPifmin/mg)

60 |

40 |

20

s mMg bCa mMg/Ca

@mSem cétion

++
" ; dependente de Mg
: . ssjca da fraca0 PC¢ : 0
]l::ngura 16:41;t1v1d3‘;eﬂ‘:;ga;g foram incubad;sop"; 3%“;}“&22@33 0C n?lirfll
ntre 24 e 47 U8 ; g H 7,V i
meio de reagio I (2 mxx I“(;‘;azo T; 60 mM KC. Na ausehert &
. 0, . umenta
EDTA ; 1,0 mM o smo meio de reagdo I Some?\f cei A atividade
cations ¢ utilizado © me 50 5 crescentell’ g2 CaATPase
concentragdo de EDTA p?rad " este meio de reagd0 Leata o ol
MgATPase fOl determma a i MgClz A reacdo fol 1niciaaa pela
mM

i ida com a
acrescentando 3,2 50 ﬁnal) e mterrompl 8
adigdo de ATP 1,0 mM (Concenotrsai,alores acima sdo uma média de 08

, 5 em. ! o o
s ” dosfegaqc”)es foram feitas €M duplicatas

: as
experimentos. Todas
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160

140 |

120 |

AE(nmolesPi/min/mg)
s 3

3

20 +

mMg mMg/Ca O Mg/Ca/CaM

lina na atividade Mg

ATPisica da fragio

Figura 17: Efeito de calmodu

incubadas por 30 minutos a 37°C em

PC
Entre 24 ¢ 47 pg da Fragdo pC foram ) )
meio de rea ;;gl (25 Imidazol - HCl pH 7,0; 0,2 mM DTT; .60~mM
¢ EGTA; 1,0 mM EDTA) com a adicdo de
indicado na figura. A

KCL 5,0 mM MgCl; 1,0 ™M
67,72 pg de calmodulina € 3,2 mM de CaCl quando :
; de ATP 1,0 mM (concentrago final) e

raghn ol iniciada pes adlQa(l) 50 de dosagem Os valores acima s&o
i ; ypria solugd " :
interrompida com 2 proptié s reagdes foram feitas em

uma média de 08 €xpet tos. Todas @

imen
duplicatas.
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4.3- Ativi
Atividade K - EDTA ATPasica € efeito da actina na Atividade

Mg ATPisica da fragdo pC

a habilidade de interagir com
possuir atividade MgATPasica

gicas. Algumas miosinas usam

As miosinas caracterizam-S¢ pel

fi ) )
ilamentos de actina na auséncla de ATP ¢

F sob condigdes fisiolo

estimulada por actina
almodulina e sua atividade

deia leve, ligam-s€ ac

a calmodulina como C&
por calmodulina. A

MgATPasica € estimulada
estimulagfio por actina tanto I
(Figura 18). Outra caracteristic
na presenga de altas concentragd

divalentes (K-EDTA ATPésica). A
EDTA ATPésica (Figura 19)

fracdo PC ndo apresenta

a auséncia quanto na presenga de calmodulina

ada maioria das miosinas € sua alta atividade

es de KCl (0,6M) € quséncia de cations

fragdo PC ndo apresenta atividade K-

C utilizando outros substratos

4.4- Atividade enzimatica da fracao P

Ao contrario da cinesina € dineina flagelar que preferem utilizar ATP
preferencialmente GTP,

plasmética hidrolisa
e 1,0 mM, a fragdo PC

como substrato, @ dineina cito

TTP, UTP, CTP ¢ ITP- Em uma
es mais 0 ATP do

concentragdo final d
que 0 GTP (Figura 20).
gentam cOmo caracteristica enzimatica

izado o ADP

hidrolisa 2,5 vez

Diferente da
a capacidade de hidrol
na fragio PC com ©

atividade por apirase ©
ca destes gubstratos,

s apirases que apré
izar ATP € ADP

intuito de yerifica

se que a fra
m isto que ndo é uma apirase.

indistintamente. Foi util
r se esta proteina possui alguma

observou- ¢80 PC ndo apresenta atividade
indicando co

na presen
ica (Figura 20).

jdade pirofosfatés

Também ndo foi detectada ativ
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40 |

20 +

a/CaM/Actina

i Mg/C
EMg [ Mg/Actina @ Mg/Ca/Actina B Mg

atividade MgATPasica da géagrz;
Entre 24 e 47 pg da 9459 Imidazol - HClpH

" indicad
em meio de reago [(23 10\ pryr; 1,0 mM BGTA) €8 e T
MgCly; 0,2 mI;'IZD L dé CaCly; 86 18 de alc:)m;& (co}fzentrag:ﬁo final) e
AGIRSORIOTES.: S jada pela adigdo de I ,dosagem- Os valores sdo
A feagac. fol 1K répria solugdo de Todas as reagdes foram
interrompida com 2 (fdia de 03 experimentos. #
correspondentes @

feitas em duplicatas.

i 37°C
i das por 30 minutos 2
s 7130; 60 mM KCl; 5,0 mM
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160

140 |

120

s
o
o

AE(nmolesPi/min/mg)
3

E

20 4

mMg B Kcl0,06M O KCl 0,6M

K - EDTA ATPiasica da fracdo PC
_EDTA ATPase foram utilizadas

Figura 19: Atividade
Para as atividades
entre 24 e 47 pg da fragdo
atividade MgATPasica foi
- HCI pH 7,0 ; 60 mM KCb

MgATPésica e K .
PC sendo incubadas POt 30 minutos a 37°C. A
incubada em meio de reagdo 1 (25 mM Imidazol

5,0 mM MgCls 5
-EDTA ATPisica foi incubada em

EDTA; 1,0 mM EGTA) ¢ 2 atividade K

meio de reagdo II (25 mM Imidazol—HCl pH08606; 1(\),;2 m(h)’I6Dl\}'l:j; Slfc?ﬂ\:
EDTA jado acrescenta-se s ou 0, e :
s s g 1,0 mM (concentraqﬁo final) e

reagdo foi iniciada pela adigéo 6 g el gy
interrompida com 2 propria solugdo de dosagem. 5 HRIOIEE ey T
reagdes foram feitas em

uma média de 07 experimentos: Todas as

duplicatas.
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80

60 -+

40 |

20

gATP mGTP BADP aPP!

a da fl'aqﬁo PC

frente a outros
Y. imatic
Figura 20: Atividade €% . 0
) 10 minutos a 37°C

substratos incubadas POr .
jo0 PC foram 7,0; 60 mM HCL 5,0
Entre 21.1 e 37 Mga;;:) Ifr ?55 mM [midazol - HCl pH EDTA). A reagdo foi

em meio de T mM .

. pDTT; 1,0 ATP, GTP, ADP e PPi) com
mM MgCl,; 0,2 mM ectivos substratos (dica do na figura. A reagdo

e icdo dos resp e in .
iniciada pela adi¢ conform: Os valores acima

~ el, ~ dosagem.
raco final de 1% 77 o de .
uma concentrag pria soluqaue Jutro € xperimento mostrou

foi interrompida com @ p '
iment : licatas.
representam um experime m feitas em dup

. asr
resultados similares. Todas

0 sendO
eagoes fora
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ATPasica da fracdo PC

4.5- C . s
aracterizacao farmacologica da atividade

mo a azida, yanadato € alta concentragdo de sal sdo

usad . .

os para caracterizar ATPases. A atividade MgATPasica da fracdo PC

1,0 mM praticamente ndo foi inibida (Tabela 03). O

vanadato que é um an 4nico € in
tividade MgATPésica da

s ATPases, ndo afetou a @
de 50,200 ¢ 1000 pM (Tabela

Varios fatores €O

na presenga de azida
ibidor da atividade

slogo do fosfato inorg

enzimatica de alguma
ado nas concentrac;c”)es
analogo
) dessa atividade (Tabela 03).

9, de Triton X
NaCl, KCl e

fragio PC quando us
do fosfato, fluoreto de

pode atuar como
8%

03). Outro fator que
uma inibi¢d0 (7

a r .
luminio, provoca
uma grande inibigd0

Detectou-se também na presenga de 0,2
100 (Tabela 03) e na presens? de altas €0
KI (Figura 21). A atividade MgATPésica

i feita em um gistema tampao

mudanga de pH (Figura 22). A atividade fol
contendo: 50 mM Imidazol; 50 M Tris; 60 mm KCl; 5,0 mM MgCh; 1,0

M EGTA; 1,0 mM EDTA ¢ 0:2 M DIT. A atividade MgATPésica ¢
mais elevada em pH acido, 5,0, € nos pHs subsequentes (6,0;

7,0; 8,0 e 9,0) ela cai gradativamente, <endo praticamente nula em pH 9,0

(Figura 22).

ncentragdes de sais,
da frag@o PC ¢é alterada com a

em torno de




T
abela 03: Resposta da atividad

inibidores.

Mg

I\l\/ig/V anadato (50puM)

Mg/V anadato (200pM)
g/Vanadato (1,0mM)

Mg/Azida (1,0mM)

Mg/Fluoreto (2,5mM)

Mg/Fluoreto(2,5mM)de alaminio(0,5mM)

e ATPiasica da fracio PC a e
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fetores €

Atividade especifica
em porcentagem

100 ( 3,56)
108 (12,85)
113 (15,55 '
120 (18,44
95 ( 5,77
29 ( 7,35
22 ( 3,48) '
21 ( 4,88)
3 ( 5,73)

Mg/Aluminio (0,5mM) _— ]
Meg/Triton X 100 (0,2%)

Ent.re 24 ¢ 47 pg da fragdo pC for
r]‘)lelo de reagio 1 (25 mM Imidazo
TT; 5,0 mM MgCl; 60 mM
respectivos efetores. A rea i inic
(concentragdo final) € interrompi
valores foram expressos €M porcentager™
referencial a atividade Mg - i
Os valores acima sd0 COITES
as reagdes foram feitas em

erros padréo.

ponden
duplicatas:

am incubadas

50 fo1 iniciada

44 nmolesPi/mi
tes @ média de

2
por 30 minutos & 37°C em
1.0 mM EDTA; 0,2 mM

1-HCI pH 7,0; 1,
KCl) e onde indicado foi adicionado 0s

dicdo de ATP 1,0 mM
olugdo de dosagem. Os
tomando-se cOmo
n/mg) como 100%.
06 experimentos. Todas
stio indicados o

pela 2
propria S
e calculados

anteses €
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120

100

Atividade (%)

20 +

Mg mMg/NaCl 0.3M @Mg/KCl 03M mMg/KI 03 M

e Mg ATPasica

pC foram mcubadas por
HCl pH7, 5 60 mM KCl; 1,0 mM
Cl,) com ou sem adigdo

A reagdo foi iniciada

da fracdo PC

s na atividad
r 30 minutos 2 37°C

]l;'ﬁ“ra 21 : Efeito de sai
. re 24 e 47 pg da fragdo P
Em meio de reagdo I (25 mM Imidazol -

DTA; 1,0 mM EGTA; 0,2 mM DTT; 5,0 0 mM Mg
de 0,3 M de sal conform o indicado 13 figura.
pela adicdo de ATP L, 0
prépria  solugdo de dosagem
nmolesPi/min/mg) foi const a 100%. Os valores
média de 04 experimentos: Todas as reag0es foram
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250

200

150

AE(nmolesPi/min/mg)

H 9,0

mpH 50 mpH 6,0 gpH 7.0 mpH 8,0 P

ATPasica da fracdo PC com o pH

incubadas por 10 minutos a 37°C
Tris; 60 mM KCl; 5,0 mM
EGTA; 0,2 DTT) e 0s pHs indicados

MgCly; 1,0 mM EDTA; 1,0 I A e
na ﬁzgu;a foram acertados com HCL A ' reagao fm iniciada ’pe!a
adicio de ATP 1,0 mM (concentragao final) © interrompida com & ProP %
) ¥ i o sendo que outro

soluca ores sdo 4¢ :
011192.10 de dosagem. OS valore: i S it e
experimento mostrou resultados siml .
duplicatas.

oda atividade Mg
50 PC foram

mM Imidazol; 50

Figura 22: Varia¢i
Entre 24 ¢ 47 pg da fra¢
em meio de reagdo (50
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4.6- Estabilidade da atividade MgATPisica da fracio PC

A atividade MgATPasica da fragio PC de cérebro  caiu

significativamente (58%) quando
Quando aquecida a 7 5°C por ~ 5 minutos per
sua atividade e ao ser congelada (-20°C) sua at

(Figura 23). Estes dados mostram que a ativi
o na geladeira ela diminu

permaneceu na geladeira (4°C) por 7 dias.

deu aproximadamente 93% de
ividade foi totalmente perdida
dade MgATPasica da fragéo
i signiﬁcativamente

PC n3o & ,
ndo ¢ termoestavel e, mesi

C
om o decorrer do tempo.

e ATP na atividade MgATPasica da

4.7- Efeito da concentragio d
fragio PC
¢io PC foi aumentando

e MgATPésica da fra
de ATP atinge 1,0

ntra¢do
24). Ensaios da atividade

ncentragdo (1,0 mM), que

Inicialmente a atividad
quando a conce

com a concentragdo de ATP &
(Figura

mM iniciava-se um plato de saturagdo

ATP4sica da fragio PC foram feitos nesta €0

corresponde ao inicio do ponto de saturag@o.
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100 -

70 +

Atividade (%)
3

20 +

10 +

n. mcongelamento -20C

4°C/7 dias @ aquecimento 75°C ~ 5 mil

m Mg mgeladeird
jsica da fracao PC

F-
igura 23: Estabilidade da atividade M
pC foram incubadas POt 10 minutos a 37°C
o mM KCL; 1,0 mM

Srrrlltrri 2.4 e 47 pg da fragdo

EDT :.10 de reagdo I (25 Imidazol - cl pH 7,05

bl 1,0 mM EGTA; 0,2 DTT; 5,0 ~MgClz). A reago foi

com " Pela adigdo de ATP 1,0 mM (concentragao ﬁna’l)- e interrompida

Pi/m-a propria solugao d A atividade TPasica (142 nmoles

i in/mg) foi considerada valores sd0 d¢ Todas
reagdes foram feitas em

e dosagem |
01 expenmento.

100%. Os
duplicatas:
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AE(nmolesPi/min/mg)

[ATP mM]

Figura 24: Curva da atividade MgATPasica da fragio PC X
r 15 minutosa37°C

Sl ol N
e 47 pg d j0 PC foram incubadas PO

Em meio de rei%ﬁoal ](Sr;;erlnM Imidazol—HCl pH 7,0; 60 mM KCL; 1,9 mM
EDTA; 1,0 mM EGTA; 0,2 o LB o o
lnl_Ciada pela adigdo de A:TP’ nas divers ragdes indicadas fla figura
: lnte.rr ompida com 2 propria solugéo Qs valores $30 de 01
r:s e~r imento, outra preparaqﬁo apresento
¢Bes foram feitas em duplicatas:
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S- Discussiio

partir de citosol de cérebro de rata €
foce
Juna de fosfocelulose

de dois

Neste trabalho foi obtido, @

utili
zando colunas de DEAE- _Sepharose  © fos
gica. Nas fragoes da ¢0

lulose uma fracdo

enri i
quecida em atividade ATP4
enri

quecidas em atividade ATPasica

poli
ipeptideos de alto peso molecular (acima

men
or intensidade (Figura 15)- O principa

da
cadeia pesada de miosina L.
ividade ATPasica da fragio pPC

Na auséncia de cations divalentes @ at
tividade MgATPasxca 50 PC € 20 vezes

é

praticamente nula. A @

maj

ior que a atividade CaATPésica (Figura a 16), difere?

convencionais de um modo geral que apresenta baixa atividade
CaATPaswa (figura

M
gATPasica, (Pollard, 1982) € uma © elevada atividade
C ¢ forte emente inibida (40 2 80%) na

16). A atividade enzimatica da fragdo p
Presenca de sais (NaCL KCl e Kl 0,3M) (Figura 21). atividade
mperatur e nem 0 congelamento
23). A

M , .
gATP4sica ndo resiste 2 alta te
ela diminui com O decorre! 0

m
esmo na geladeira
idade MgATPésic

fr

agiio PC apresentou Umd ativi
&

cido (pH 5,0). A medida que au

atividade diminuia
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nte das ATPases de modo
de 7,0. Como esta
idade

(Figura 2
2 3
). Esta ¢ uma caracteristica diverge

geral poi
Q1S O 241
pH 6timo para elas atuarem € €m torno

o aci
ados em pH 7,0, 08 V
icar o baixo

ﬁ'ag;~
ao pOSS 3 .
u . y .
i sua atividade otuma em mel do € oS ensaios de ativ

zfii;:z:i% dft fragio PC foram realiz

o de pijeCIfica estdo sub-valorizados. Este
icagio da ATPase da fragdo PC.

A fragdo PC hidrolisa preferencialmente © ATP (Figur

1988) e fragdo isolada de

rato (Coelho,
a de 2 a3 vezes mais

alores de

fato pode expl

a 20), diferente

da -
fragdo isolada de cérebro de
que hidrolisam cerc

testi
sticulo de coelho (Patussi; 1996)
inibida na presenca de sais

GTP
do que ATP. A atividade MgATPasica €

(NaCl;
. KCl e KI 0,3M), diferente dessas ATPases
centrag0es

de 3 vezes €M con
) ou nao apresenta resposta na presensa

C10,3M (Patussi, 1996).
A atividade enzimética da fragdo pC ndo €

(Tab
ela 02), a0 contrario da frago isolada

o
€érebro (Coelho, 1988)

o na fracdo PC,
de MgATPésica (
e sua

(Patussi, 1996) por

sendo esta

que possuem atividade
de 250 mM de

basa :
1 estimulada em cerca
de alta

N
aCl e KCI (Coelho, 1988

Co ~
ncentragéio de KCl ouNa
inibida por vanadato

que s30 inibidas
nde © Triton
Tabela 03), @ de

atividade. A

Contrario do observad

apre :
sentou uma forte inibigdo da ativida

testi .
iculo (Patussi,1996) 0a° alterou signlﬁcatlvamﬂlt

fracs
agdio PC diferencia-se da fragdo isolada d
m o decorrel do tempo (Fi

a certa estabilidade ab
ue caracterizam—

ym modo geral q

a aquséncia de

e testiculo
gura 23),
aixa temperatura.

se por

TP ¢ possuir atividade

7, Cheney et
fragdo PC

nao .
ser estavel co
caracteri

terizada por apresentar um

Diferente das miosinas de

entos de gqctina It

Interagir com filam
aF (Warrick & Spudich, 198

M .
gATP4sica estimulada pela actin
al, 1993; Goodson & spudich, 1993), & atividade MgATPésica da
ajoria das

N30 & est] , .
30 ¢ estimulada na presens? de actina (Figura 18)- Diferente dam

rebro que po sui alta atividade em meio

S

mio . 4
sinas como a miosing II de ¢c€
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deSpr 1
0V1d0 rye .
de cations divalentes € contendo altas concentragdes de K'

(Pollard

Fig , 1982), a fragdo PC ndo apresenta atividade K-EDTA ATPésica
ura .

19). A atividade MgATPésica da fragdo PC ndo € estimulada por

calmod : .
_ ulina (Figura 17), diferente de algumas mios
1081
o na V que usam a calmodulina como cadeia
im
ulada por Ca""/CaM (Espindola et al, 1992).

Dife . ) .
rente de cinesina, que Dd auséncia de microtubulos pos
ividade MgATPésica (Kuznetsov

dade MgATPésica bem
0 ao efeito de

inas como a miosina I €

Jeve € cuja atividade €

sul sua

ativi
. idade CaATPésica bem maior que 2 at
G
elfand, 1986), a fragdo pC apresenta ativi

Superi .
perior a atividade CaATPasica (Figura 16). Em relagl
g-se de uma forma diferente, pois esta

efetOr . .
es, a cinesina também comport

necessi
i L
ta de concentragdes micromolares (3

inibi
ir 50 % de sua atividade MgATPasica (

1987; Collins & Vallee, 1989; revisdo Vallee
atividade enzimatica da frag3o ges de até 1,0 mM de
vanadato niio é inibida (Tabela 03)

A fragdo PC difere- mética pois esta b
melhor outros substratos ¢Om

AT
P (Sheptner et al, 1988; Collins &

pOSS 1 M . .
uem sua atividade MgATPéswa estimula
as com pequenas conce

(Sheptner et al, 1988), e oulr
210 pM) podem inibir 50% sica da dinele
. 50, hidrolizam

1988).

' As apirases, enzimas envolvidas 1@ neurofransmissao

m s . . Lt i
distintamente o ATP € 0 ADP e 530 inibidas P ski &

hidroliza prefere

W N
ojtczak, 1996). A enzima da fragdo PC
€ ndo ¢ inibida por azida

A fragdo PC foi aplicad

da por Triton X

ntrag0es Je vanadato (5

Shpetner et al,

(Figura 20).
q a uma

S <
eparagdio parcial dos polipeptideos d
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m a banda

Cunha,

ATPasica co-purifica €0
r intensidade no gel (

4rio que S€ fagam m

prelimi
in
ares, observou-se que a atividade

de
alto
peso molecular, que aparece el meno
ais

Comunicaca
¢do pessoal, 1997)- Contudo, € necess

o destes dados. Esta fracdo também foi

€X e 1
mostrando que 0 polipeptideo principal

analis

a 1

da em ensaios de imunoblot
ina; demonstrando co

m isto que esta

situ )
ado logo acima de miosina 11 é fodr
pC (Freitas,

banda nzq &
ndo & a responsavel pela atividade ATPasica da fragdo

1997).
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6-
Conclusio

idade MgATPaswa utilizando

nta um pohpeptldeo prmc1pa1
o logo acima

iquecida €M ativl

a fragdo apresent

1) Ob
COlteve‘Se uma fragdo enrl
un
N a de fosfocelulose. Est
uad
dext o logo acima da cadeia pesada de m
e, bem como alguns polip

€ 60 kDa.

centa proprie eda

2)A
ATPase isolada aqui apr®
1988) ¢© fra¢

fracao ;
@ ¢d0 isolada de cérebro (Coelho,
atussi, 1996).
3) A
A .
TPase isolada aqui apresent? prop

ATP
as .
es descritas na literaturd

eF
1A
TPase de mitocondria.
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7-

Nest
e trabalho foi purific
ilizando colunas

o Jmidazol pH

ATp
ase ,

de cérebro de rata ut
dos em Tam

8,0 e centri

plicado 3 lllfrungados’ a 4°C, a 38.900 & x40 minutos: sobrenadant foi

a coluna de DEAE-Sepharose e, «“Flow Through” coletado
35% de saturagdo- Ap0s

a de fosfocelulose

fo
sfoc
eh,I]_o
se. :
Os cérebros foram homogeneiz?

foi
adici
onad
o sulfato de amoOnia em po até atingir

Centrj
ifu
gagdo
, 0 sobrenadante obtido € aplicado em CO
S alterando © p

em
pH 6.8
0 € r
proteinas retidas foram eluida
olipeptideos acima

H pard 8,0. AS
da cadeia

fracg
¢oes
elui
das desta coluna apresental’
menor Pes°

Pesad
a de miosi
iosina II e alguns polipeptideos e

50
€ 60 kD
a.
a em atividade ATPAsic? posst
de qubstrato 3

A fraca
acdo enriquecid
de 170

Car
a ,
Cteristicas: 1
: 1) Na concentragao

A | P r
a

Mea
sica &
a ¢ 20 vezes maicr do que
apresentou estimulac;ﬁo

SenSiV
el a Ca™ ¢ Ca™/CaM ; 3) N&o
E ipibida B p

Do f;
1
detectado atividade K-EDTA A
0.3 M) fluoreto

altag
15 COn
centracdes de sais (NaCl, gCcle K1
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Triton X 100 0,2%; 5) Nao é inibida peld Jzida ¢ pelo vanadato;

atividade ¢ maior em pH 4cido (pH 5,0)-
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8-
Summary

In thj
s work was puriﬁed

ATPp
ase by usi
y
using a phosphocellulose column.
d, 4°C,

in 50
mM [
m

idazole pH 8,0 and centrifuged;
Gepharos® column and, to 1
sature of 3505 A e in poW ed until it achieved
6. After centrifuged: the supernd rnatant obtain®
pound proteil we

ph
ocellulose column in PH 6,8
P an
J fractions this column pr

by 38.900 & for

The
su
Pernatant was loaded in DEAE-

“Floy
Thro ”»
ugh” was added amonium sulphat
was Joaded in a

re eluated

chap
ging
pol}'peptldzhe pH to 80- The eluate
s ab
above heavy chai of myosin 1 and feV polypeptides from
60 kDa-
the following

Ming
T mole
o cular weight among 50 and
fl‘ac
Properties: | tion containing ATPas® activity resents
Was 2.5 m ) In concentration of 1,0
0
re than the activity GTPase;

tha
n the
activ
ity CaATPase and is not sensitive et0d
etected

It g;
1d
not pr
present stimulation t0 actin an nd it Was pot d
nce of great S2
100; 5) It

t1v1ty 4) It is ll'lhlblt ed in the pre
orete and 0, 2% Triton

0,3
MN
I8 not lnhlcl KCl and K1), al minium
It
(P 3,0) ed by azide and by yanadate; 6)The activity 15
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