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Figura 6: Efeito do íon magnésio na atividade Ca 2+-ATPásica da fração ATPase. 
Aproximadamente 170 µg de proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de reação 
imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, KCl 60 mM, contendo CaCl2 1 mM e MgCl2 nas 
concentrações indicadas. Iniciou-se a reação com a adição de ATP 1 mM, seguindo a incubação a 
37 ºC durante 15 minutos e então foi parada pela adição da solução de dosagem de fosfato 
inorgânico. As barras verticais indicam o erro padrão (SEM) para 3 experimentos. 

 

 

Em meio de reação contendo ATP 1 mM, a atividade Ca2+-ATPásica 

aumenta conforme o aumento da concentração de cálcio, alcançando 50% da 

atividade máxima com apenas 0,5 mM de cloreto de cálcio. Em presença de 1 

mM de Ca2+ (equivalente à concentração de ATP), a atividade correspondeu a 

70% da máxima, atingindo um platô com 2 mM (Fig. 7). O pico de atividade 

ATPásica, na presença de 1 mM de cálcio, ocorreu com uma concentração de 2 

mM de ATP, mostrando uma produção média de 65,5 nmols Pi/mg/min. 

Aproximadamente 50% da atividade máxima foi observada com ATP 0,7 mM. Por 

outro lado, em concentração fixa de cálcio (1 mM), concentrações maiores do que 

2 mM de ATP causam uma leve inibição da atividade ATPásica (Fig. 8). Verifica-

se que uma alta atividade Ca2+-ATPásica de P3 é obtida com 2 mM, tanto de Ca2+ 

quanto de ATP (Fig. 7 e 8). 
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Figura 7: Efeito do íon cálcio na atividade ATPásic a da fração P3. Aproximadamente 170 µg 
de proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de reação imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 
mM, EDTA 0,1 mM, KCl 60 mM, contendo CaCl2 nas concentrações indicadas. Iniciou-se a reação 
com a adição de ATP 1 mM, seguindo a incubação a 37 ºC durante 15 minutos e então foi parada 
pela adição da solução de dosagem de fosfato inorgânico. As barras verticais indicam o erro 
padrão (SEM) para 3 experimentos. 

 

 

 

 
Figura 8: Efeito de ATP na atividade Ca 2+-ATPásica da fração P3. Aproximadamente 170 µg de 
proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de reação imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, 
EDTA 0,1 mM, KCl 60 mM, contendo CaCl2 1 mM. Iniciou-se a reação com a adição de ATP nas 
concentrações indicadas, seguindo a incubação a 37 ºC durante 15 minutos e então foi parada 
pela adição da solução de dosagem de fosfato inorgânico. As barras verticais indicam o erro 
padrão (SEM) para 3 experimentos. 
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Além do ATP, algumas ATPases também hidrolisam outros substratos. 

Assim, testamos a capacidade de hidrólise de outros nucleotídeos e também de 

pirofosfato pela fração ATPase e constatamos que ADP, AMP, AMP-PNP ou PPi 

praticamente não foram hidrolisados e a atividade Ca2+-GTPásica correspondeu a 

apenas 20% da Ca2+-ATPásica (Fig. 9). 

 

 
Figura 9: Especificidade por substrato da fração P3 . Aproximadamente 170 µg de proteínas da 
fração P3 foram adicionados ao meio de reação imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, 
KCl 60 mM, contendo CaCl2 4 mM. Iniciou-se a reação com a adição do respectivo substrato, a 1 
mM, seguindo a incubação a 37 ºC durante 15 minutos e então foi parada pela adição da solução 
de dosagem de fosfato inorgânico. As barras acima das colunas indicam o erro padrão (SEM) para 
3 experimentos. 
* Difere significantemente do controle pelo teste t (P<0,05). 

 

 

A fração ATPase foi incubada com alguns efetores que interferem na 

atividade de ATPases conhecidas. O vanadato age como um análogo do fosfato γ 

do ATP, inibindo a atividade de ATPases do tipo P, sendo algumas muito 

sensíveis inibidas por concentrações baixas de vanadato. A fração ATPase não 

foi inibida significativamente por vanadato 50 ou 200 µM, segundo o teste “t”, com 

P<0,05. Porém 1 mM deste composto promoveu queda de 60% da atividade Ca2+-

ATPásica. Azida sódica é conhecida por inibir F1-ATPase em baixas 

concentrações (menores que 1 mM) e algumas E-NTPases em concentrações 

mais altas (10 mM). Diferentemente destas, a presente fração ATPase não foi 

inibida por azida 1 ou 10 mM. O detergente não-iônico Triton X-100 não promoveu 
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modificação significativa na atividade Ca2+-ATPásica, tanto a 0,2% quanto a 0,8%. 

Várias enzimas que catalisam a hidrólise de nucleotídeos são inibidas por fluoreto 

de alumínio, formado por um excesso de fluoreto de sódio e cloreto de alumínio 

na reação. Observamos que a presente fração ATPase sofreu inibição próxima de 

24% por fluoreto de alumínio, contudo não significante, segundo o teste “t”. O 

AlCl3 ou NaF causaram uma menor inibição, próxima de 11% e 7%, 

respectivamente (Tab. 1). 

 

Tabela 1: Efeito de efetores na atividade Ca 2+-ATPásica da fração ATPase de larva de 
Pachymerus nucleorum. 

Compostos Atividade específica Porcentagem da atividade Porcentagem de inibição 

Controle 52,55 ± 2,71 100,00  –  
Na3VO4 50 µM 51,96 ± 4,32 98,88  1,12  
Na3VO4 200 µM 36,84 ± 8,93 70,10  29,90  
Na3VO4 1 mM 20,98 ± 7,32 39,92  60,08 † 
Azida 1 mM 52,96 ± 4,51 100,78  -0,78  
Azida 10 mM 52,62 ± 3,15 100,13  -0,13  
Triton X-100 0,2% 52,57 ± 3,25 100,04  -0,04  
Triton X-100 0,8% 50,83 ± 2,47 96,73  3,27  
AlCl3 0,5 mM 46,92 ± 6,32 89,29  10,71  
NaF 2,5 mM 49,06 ± 6,66 93,36  6,64  
AlCl3 + NaF 39,82 ± 15,60 75,78  24,22  

Aproximadamente 170 µg de proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de reação 
imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCl 60 mM, contendo 4 mM de CaCl2. A 
atividade ATPásica específica está expressa em nmols de Pi liberados por mg de proteína por 
minuto. Valores médios ± erro padrão (SEM) para 3 experimentos. 
† Difere significantemente do controle pelo teste t (P<0,05). 
 

 

A atividade Ca2+-ATPásica da fração ATPase é estável a 4 ºC por pelo 

menos 12 dias (Tab. 2). Contudo, o seu congelamento a –20 ºC promoveu a 

perda desta atividade em 53% e em mais de 70%, com 1 dia e 3 dias de 

estocagem, respectivamente. A fração ATPase é termo-lábil, sendo que quando 

submetida a banho em ebulição (98 ºC) por 10 minutos, sua atividade é 

totalmente perdida. 
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Tabela 2: Estabilidade da atividade Ca 2+-ATPásica da fração ATPase de larva de 
Pachymerus nucleorum. 

 Atividade específica Porcentagem da atividade 

Controle 55,00 ± 2,68 100,00  
4 ºC por 6 dias 55,04 ± 2,84 100,07  
4 ºC por 12 dias 52,16 ± 6,34 94,84  
–20 ºC por 1 dia 25,51 ± 3,03 46,38 † 
–20 ºC por 3 dias 14,53 ± 1,74 26,42 † 
98 ºC por 10 min. 0,00 ± 0,00 0,00  

Aproximadamente 170 µg de proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de reação 
imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCl 60 mM, contendo 4 mM de CaCl2. A 
atividade ATPásica específica está expressa em nmols de Pi liberados por mg de proteína por 
minuto. Valores médios ± erro padrão (SEM) para 3 experimentos. 
† Difere significantemente do controle pelo teste t (P<0,05). 

 

 

A fração P3 apresenta polipeptídeos de alto peso molecular, com 

mobilidade relativa similar a cadeias pesadas de miosinas II e V. A atividade 

ATPásica de miosinas é sensível ao congelamento e algumas apresentam alta 

atividade Ca2+-ATPásica, o que condiz com os presentes resultados. Elas também 

têm a característica própria de apresentarem uma atividade ATPásica alta na 

ausência de cátions bivalentes e presença de alta força iônica, atividade 

K+/EDTA-ATPásica. A fração P3 apresentou atividade K+/EDTA-ATPásica 

significativa, cerca de 10 vezes maior que o controle (KCl 60 mM) e que 

correspondeu a 51% da sua atividade Ca2+-ATPásica (Fig. 10). Em função destes 

resultados, testamos a marcação da fração P3 com anticorpos específicos para 

cadeias pesadas de miosinas II e V. Contudo a fração P3 não apresentou imuno-

reatividade por estes anticorpos, ocorrendo marcação somente na fração controle 

positivo (fração de actomiosina de cérebro de porco) (Fig. 11). 
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Figura 10: Comparação entre as atividades Ca 2+-ATPásica e K +/EDTA-ATPásica da fração 
ATPase. Aproximadamente 170 µg de proteínas da fração P3 foram adicionados ao meio de 
reação imidazol 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, KCl 60 mM, contendo CaCl2 4 mM, para a 
dosagem da atividade Ca2+-ATPásica, e EDTA 2 mM e KCl 60 mM ou 600 mM, como indicado, 
para a dosagem da atividade K+/EDTA-ATPásica. Iniciou-se a reação com a adição de ATP 1 mM, 
seguindo a incubação a 37 ºC durante 15 minutos e então foi parada pela adição da solução de 
dosagem de fosfato inorgânico. As barras verticais indicam o erro padrão (SEM) para 3 
experimentos. 
 

 

 
Figura 11: Imunoblotting usando anticorpos específi cos contra miosinas II e V na fração P3 . 
A fração P3 foi analisada em SDS-PAGE e Imunoblotting. (A) SDS-PAGE. Foram aplicados 5 µg 
de proteínas da fração P3 em gel gradiente de 5 a 22%. (B) Imunoblotting. Foram aplicados 15 µg 
de proteínas da fração P3 em gel a 7%, transferidas para membrana de nitrocelulose, sondadas 
contra anticorpos anti-miosina II (anti-MII) ou anti-miosina V (anti-MV). C+, controle positivo: fração 
de actomiosina de cérebro de porco. 
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66..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  
 

Uma análise de proteína total foi feita a partir do material homogeneizado 

de larvas sem o aparelho digestivo, e verificamos que apresentam 

aproximadamente 7% de sua massa composta por proteínas, segundo o método 

de dosagem de proteínas de Bradford (1976) (dado não mostrado). Após a 

primeira centrifugação, grande parte das proteínas, aproximadamente 70%, fica 

na fração precipitada (P1), contendo ~5 mg/mL. A análise em gel mostrou 

polipeptídeos de diversas mobilidades relativas (Fig. 1). O polipeptídeo de mais 

alta massa que aparece no homogeneizado de larvas tem aproximadamente 200 

kDa. Um outro com uma mobilidade relativa maior que 205 kDa, é concentrado, 

após a centrifugação do homogeneizado, na fração solúvel (S1). Os polipeptídeos 

de cerca de 84 e 74 kDa apresentam-se praticamente totalmente solúveis. Os 

outros que apareceram mais fortemente corados no homogeneizado ficaram na 

fração precipitada, P1. Esta fração apresentou atividades Mg2+-ATPásica e Ca2+-

ATPásica específicas mais altas que as frações homogeneizado e S1 (Fig. 2). A 

partir desta fração obtivemos as frações S2 e P2 pela sua incubação com o 

detergente Triton X-100, o qual promoveu solubilização dos polipeptídeos menos 
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concentrados de P1, sendo a concentração protéica de P2 (~4 mg/mL) 20% 

menor do que a de P1. 

A fração S2, pouco concentrada em proteínas, foi a que mostrou maior 

atividade ATPásica específica, tanto com Mg2+ quanto na presença de cálcio. A 

fração P2 manteve a atividade Ca2+-ATPásica similar à de P1 e mostrou atividade 

Mg2+-ATPásica cerca de 70% menor que a Ca2+-ATPásica (Fig. 2). Verificamos 

que a incubação de P2 com pirofosfato promove a solubilização de alguns 

polipeptídeos, que ficam divididos entre S3 e P3, como os de 200, 130, 102 e 54 

kDa. Aquele de 44 kDa é quase totalmente solubilizado (Fig. 1). A concentração 

protéica de P3 (~3,2 mg/mL) é também 20% menor do que P2. A sua atividade 

Ca2+-ATPásica é 65% maior do que a atividade Ca2+-ATPásica de P2 e 84% 

maior que a do homogeneizado. Por outro lado, a sua atividade Mg2+-ATPásica foi 

praticamente inexistente. Além disso, P3 tem uma atividade Ca2+-ATPásica total 

2,5 vezes maior do que a de S2 (que possui maior atividade ATPásica específica) 

(dado não mostrado). A falta de atividade ATPásica da fração S3 não foi revertida 

por diálise, o que sugere que o pirofosfato não é o responsável por essa falta de 

atividade. Entretanto, analisamos o efeito de pirofosfato na atividade Ca2+-

ATPásica de P3 e verificamos que uma concentração de 0,5 mM promoveu uma 

inibição de cerca de 22% dessa atividade, chegando a mais de 96% de inibição 

com 50 mM de PPi. Outros testes sugeriram que essa inibição é do tipo não-

competitiva (manuscrito em preparação). 

Há indícios de que Ca2+-ATPase de membrana plasmática ou de retículos 

pode estar presente na fração P3, visto que essa fração apresenta alta atividade 

Ca2+-ATPásica. Observa-se também que a fração P3 possui polipeptídeos (130 e 

102 kDa) com mobilidades relativas similares àquelas descritas para Ca2+-ATPase 

de membrana plasmática (~134 kDa) e de retículos endoplasmático e 

sarcoplasmático (~100 kDa) (Carafoli, 1997; Carafoli, 2003) (Fig. 1). As Ca2+-

ATPases necessitam da presença do cálcio, juntamente com o ATP, para a sua 

atividade enzimática, semelhante à enzima da fração P3 (Fig. 2 e 3). Comparado 

ao controle (ausência de cátions), a sua atividade Ca2+-ATPásica foi 12 vezes 

maior (Fig. 3). A Ca2+-ATPase de membrana plasmática bombeia cálcio para fora 

da célula e é amplamente distribuída entre os eucariotos. É um sistema de baixa 

capacidade de transporte, mas com uma afinidade alta para o cálcio. A presença 
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de Mg2+ acelera a reação de fosforilação pelo ATP e desfosforilação da enzima, 

embora ocorra somente na presença de Ca2+ (Carafoli, 1991). Essa característica 

contrasta com a apresentada pela presente fração ATPase, cuja atividade Ca2+-

ATPásica é sensivelmente inibida por baixas concentrações de magnésio (Fig. 6). 

Além do magnésio, a atividade Ca2+-ATPásica de P3 também é inibida pelos 

cátions: cobalto, cobre, zinco, bário, manganês e ferro (nos estados ferroso e 

férrico), a 4 mM no meio de reação (Fig. 5). A presença de magnésio ou outros 

cátions bivalentes endógenos na fração P3 foi descartada, visto que a baixa 

atividade ATPásica observada na reação controle (~4 nmols Pi/mg/min.) não foi 

alterada mesmo pela presença tanto de EDTA 5 mM quanto de EGTA 5 mM (Fig. 

4). 

A Ca2+-ATPase de membrana plasmática contém 2 sítios de ligação para o 

ATP, o que promove uma ativação bifásica, sendo que o de mais alta afinidade 

apresenta a constante de Michaelis (Km) de 1 a 2,5 µM, o segundo tem Km entre 

145 e 180 µM (Carafoli, 1991). Pela análise de parâmetros da fração P3 segundo 

a cinética de Michaelis-Menten, levando em conta a atividade Ca2+-ATPásica até 

a concentração de ATP 3 mM, o Km determinado foi próximo de 1,1 mM e uma 

Vmáx próxima de 15 nmols Pi/min. Enquanto que pela cinética de Lineweaver-Burk 

(gráfico dos duplos inversos), encontramos valores inconsistentes (dados não 

mostrados). Esta inconsistência talvez seja devido a se tratar de uma fração 

parcialmente purificada e não a uma enzima pura, uma vez que pode haver 

compostos competidores por cálcio e/ou ATP no meio em qual se encontra a 

referida ATPase. O verdadeiro substrato para Ca2+-ATPases é o Ca2+-ATP (Rega 

& Garrahan, 1975; Lacapare & Guillain, 1990), o que corrobora os presentes 

resultados. Contudo, a formação desse complexo parece não ocorrer em razão de 

1:1 (Fig. 7 e 8), lembrando que outros compostos ligantes de cálcio e/ou ATP, 

além da ATPase em questão, podem estar presentes na fração. Um outro ponto 

importante, como verificado na literatura, é que o cálcio age estimulando a 

atividade não somente pela sua interação com o ATP, formando o substrato da 

enzima, mas também pela interação com outras proteínas, como por exemplo, a 

calmodulina. 

Em presença de 1 mM de ATP, a fração P3 mostrou uma alta atividade 

ATPásica específica também com 2 mM de CaCl2, atingindo seu platô (Fig. 7). 
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Recentes ensaios mostraram que em presença de concentrações maiores de 

ATP, 2 e 5 mM, o platô de atividade é atingido com concentrações de CaCl2 

próximas de 3 e 5 mM, respectivamente (dados não mostrados). 

A purificação de Ca2+-ATPases é feita pela solubilização de membrana 

usando o detergente Triton X-100, porém ocorre sua inativação (Hidalgo et al., 

1978; Carafoli, 1991). Na preparação da presente fração ATPase utilizamos o 

Triton X-100 a 0,2% em um dos passos de purificação, mas não foi observada a 

solubilização daqueles polipeptídeos com mobilidades relativas próximas a 102 e 

130 kDa (Fig. 1). Além disso, a atividade Ca2+-ATPásica total de P2 é cerca de 

40% maior do que a de S2 (dado não mostrado), assim, seguimos a purificação a 

partir de P2. Não constatamos também interferência deste detergente (0,2 ou 

0,8%) na atividade Ca2+-ATPásica da fração P3 (Tab. 1). 

Vanadato é um inibidor conhecido de algumas ATPases, dentre estas as 

do tipo P, como Ca2+-ATPases (Barrabin et al., 1980). Ele causa inibição dessas 

enzimas por ligação ao resíduo de aspartato, onde há a fosforilação, sendo que a 

potência desta inibição depende da concentração de ATP e a força iônica do 

meio. Os cátions Mg2+, K+, e Na+ aumentam a inibição, e em condições 

fisiológicas, na presença de Mg2+ e K+, a constante de inibição (Ki) é 2 a 3 µM. O 

cálcio não causa interferência na inibição por vanadato em baixas concentrações 

(até 7 µM), mas a diminui em concentrações elevadas (Carafoli, 1991). Os 

presentes resultados mostram que P3 é pouco sensível ao vanadato, uma vez 

que sofreu apenas cerca de 30% de inibição por 200 µM de vanadato (Tab. 1). 

Entretanto, os ensaios com vanadato foram realizados em meio de reação 

contendo apenas CaCl2 4 mM e KCl 60 mM, visto que baixas concentrações de 

magnésio inibem sensivelmente a atividade Ca2+-ATPásica de P3 (Fig. 6). 

O fluoreto de alumínio tem alta afinidade pelos sítios ligantes de 

nucleotídeos das ATPases, sendo também um análogo do fosfato γ do ATP. Em 

soluções aquosas de fluoreto de sódio, o alumínio forma complexos iônicos com o 

flúor, que depende do excesso de íons fluoreto (Chabre, 1990). Em Ca2+-ATPase 

de retículo sarcoplasmático, o complexo “fluoroaluminato” se estabiliza 

juntamente com o cálcio e ADP e inibe totalmente sua atividade (Troullier et al., 

1992). A presente fração ATPase foi inibida em 24% quando em presença de 

fluoreto de alumínio, inibição pouco maior do que em presença somente do 
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fluoreto (NaF) ou do alumínio (AlCl3), que não promoveram inibição maior que 

11% (Tab. 1). 

A calmodulina estimula a atividade de Ca2+-ATPase de membrana 

plasmática, aumentando a sua afinidade a sua taxa de transporte (Carafoli, 1991). 

Nenhuma estimulação da atividade Ca2+-ATPásica de P3 foi verificada em 

presença de calmodulina (dado não mostrado). 

Entretanto, há indícios da existência de Ca2+-ATPase na presente fração 

ATPase, com propriedades distintas daquelas já caracterizadas. 

O tratamento com Triton X-100 promove a solubilização de proteínas 

associadas a membranas, contudo, o citoesqueleto celular e as proteínas 

associadas não são solubilizados, sendo este um processo usado na purificação 

destas proteínas (Gibbons & Fronk, 1979; Cheney, 1998). Observamos que após 

o tratamento com este detergente, a fração P2 apresenta polipeptídeos com 

mobilidades relativas similares a actina (43 kDa) e tubulina (54 kDa) (Fig. 1), 

componentes do citoesqueleto. Deste modo, motores moleculares (miosinas, 

cinesinas e dineínas) ligados ao citoesqueleto também podem permanecer na 

fração precipitada P2, e em seguida P3. 

Miosinas geralmente são compostas por cadeias pesadas variando entre 

100 e 200 kDa. Por exemplo, a miosina I é constituída de uma única cadeia 

pesada entre 110 e 140 kDa, diferindo conforme o tecido (Pollard & Korn, 1973; 

Conzelman & Mooseker, 1987; Barylko et al., 1992). As miosinas II e V são 

constituídas por duas cadeias pesadas com mobilidade relativa próxima de 200 

kDa (Warrick & Spudich, 1987; Larson et al., 1988). Algumas miosinas 

apresentam alta atividade Ca2+-ATPásica, mas a atividade Mg2+-ATPásica é 

expressa somente na presença de actina filamentar (Maruta & Korn, 1977; 

Conzelman & Mooseker, 1987; Barylko et al., 1992; Espíndola et al., 1992; 

Cheney et al., 1993). Vanadato também é um inibidor conhecido de motores 

moleculares, porém as miosinas são menos sensíveis a este reagente. Miosina de 

músculo tem sua atividade Mg2+-ATPásica inibida em 50% por 0,5 mM (Goodno, 

1979). As atividades Mg2+-ATPásica e Ca2+-ATPásica de miosina I de intestino 

sofrem 50% de inibição com vanadato 250 µM (Conzelman & Mooseker, 1987). 

Miosina II de músculo tem sua atividade Mg2+-ATPásica inibida em 55% pelo 
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complexo formado entre o ADP e fluoreto de alumínio, em presença de ADP 1 

mM, NaF 2,5 mM e AlCl3 0,5 mM (Maruta et al., 1993). 

Similar às cadeias pesadas de miosinas II e V, observamos um 

polipeptídeo de mobilidade relativa de ~200 kDa presente na fração P3 (Fig. 1). 

Similarmente a algumas miosinas, a fração P3 também não apresenta atividade 

Mg2+-ATPásica considerável (Fig. 2). P3 apresentou pouca sensibilidade frente ao 

vanadato, como miosinas, sendo inibido em apenas 60% com 1 mM desse 

inibidor (Tab. 1). Diferente de miosina II, a fração P3 foi inibida em apenas 24% 

pelo complexo de fluoreto de alumínio (Tab. 1). 

A fração ATPase pode ser estocada em geladeira (4 ºC), uma vez que sua 

atividade Ca2+-ATPásica se mostrou estável por pelo menos 12 dias. Porém o seu 

congelamento (a –20 ºC) não é recomendado, já que mais da metade da atividade 

Ca2+-ATPásica é perdida após 24 horas de congelamento. A atividade Ca2+-

ATPásica de P3 é termo-lábil, não resistindo a banho em ebulição (Tab. 2). 

Sabe-se que miosinas perdem sua atividade ATPásica quando submetidas 

a congelamento, o que condiz com os presentes resultados. Também o 

polipeptídeo com mobilidade relativa próxima a 200 kDa na fração P3 migra em 

gel similarmente às cadeias pesadas de miosinas II e V. Estas propriedades, 

juntamente com a presença de atividade Ca2+-ATPásica, baixa atividade Mg2+-

ATPásica na ausência de actina filamentar e a baixa sensibilidade ao vanadato, 

são indícios da presença de miosina(s) na presente fração ATPase. As miosinas 

também apresentam uma característica particular de exibir, além de atividade 

Mg2+ e Ca2+-ATPásica, uma alta atividade K+/EDTA-ATPásica (Pollard, 1982). P3 

apresentou atividade K+/EDTA-ATPásica significativa, cerca de metade da 

atividade Ca2+-ATPásica (Fig. 10). Tais resultados nos levaram a testar a imuno-

reatividade da presente fração ATPase com anticorpos policlonais contra cadeia 

pesada de miosina II e V de cérebro de rato. Não observamos, contudo, 

marcação de nenhum polipeptídeo da fração P3 (Fig. 11). Este resultado não 

exclui a presença dessas miosinas na fração P3, o que é plausível sendo que os 

anticorpos foram produzidos contra rato, razão talvez atribuída à distância 

filogenética. Além disso, a presença de outros membros da família das miosinas 

na presente fração ATPase é possível, uma vez que isoformas de miosinas são 
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encontradas em diferentes seres vivos expressando características distintas entre 

membros de uma mesma classe. 

Há indícios de que a atividade ATPásica da fração P3 não seja devida a 

outras ATPases como dineínas, cinesinas, Na+/K+-ATPase, E-NTPases ou F1-

ATPase. Dineínas e cinesinas são sensíveis a baixas concentrações de vanadato, 

sendo que dineína citoplasmática tem 50% de sua atividade ATPásica inibida por 

10 µM de vanadato (Shpetner et al., 1988) e dineína axonemal é quase totalmente 

inibida por vanadato de 10 a 100 µM (Gibbons et al., 1978; Yokota & Mabuchi, 

1994). A atividade ATPásica de cinesina de cérebro sofre inibição próxima de 

30% com vanadato 10 µM (Kuznetsov & Gelfand, 1986). Na+/K+-ATPase, que tem 

sua atividade inibida pela metade com 4 nM de vanadato, em um sítio de alta 

afinidade, e 0,5 µM em um sítio de menor afinidade (Cantley et al., 1978). 

Também, a atividade de dineína axonemal é estimulada de 10 a 15 vezes por 

Triton X-100 0,1% (Gibbons & Fronk, 1979, Evans & Gibbons, 1986). 

Dentre as E-NTPases, as ATP difosfohidrolases (ATPDases, ecto-

ATPDases ou apirases) são ATPase de membrana que hidrolisam tanto ATP 

quanto ADP (Kaczmarek et al., 1996; Komoszynski & Wojtczak, 1996), 

diferentemente de P3, que não apresentou atividade hidrolítica considerável de 

nucleotídeos difosfato (ADP) e monofosfato (AMP) ou de pirofosfato. Ecto-

ATPase solúvel (Smith et al., 1997) apresenta atividade Ca2+-ATPásica, porém 

possui atividade Mg2+-ATPásica maior (Shpetner et al., 1988). 

A ATPase mitocondrial, F1-ATPase é inibida por azida 1 mM (Murataliev et 

al., 1991). Diferente disto, a presente fração ATPase não tem sua atividade 

alterada por azida, tanto em presença de 1 ou 10 mM (Tab. 1). Contrastando 

também com a fração P3, o fluoreto de alumínio causa uma inibição de 69% em 

F1-ATPase com NaF 5 mM e AlCl3 0,1 mM (Lunardi et al., 1988). 

Este trabalho fornece informações para estudos mais aprofundados sobre 

as implicações bioquímicas inerentes à biologia de Pachymerus nucleorum. O 

processo de purificação utilizado no presente trabalho fornece grande quantidade 

da fração ATPase, próxima a 100 mL por preparação, com uma alta concentração 

protéica: ~3,2 mg/mL. Isso permite o emprego de outras técnicas de purificação 

para a separação da(s) enzima(s) responsável(eis) pela atividade Ca2+-ATPásica 

da fração ATPase.  
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CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  GGEERRAALL  
 

Neste trabalho obtivemos uma fração rica em atividade Ca2+-ATPásica 

parcialmente purificada a partir de larva de Pachymerus nucleorum sem aparelho 

digestivo. Os resultados indicam a presença de algum membro da família das 

miosinas ou das Ca2+-ATPases de membranas, porém com propriedades distintas 

das descritas na literatura. 

 


