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ERRATA

1. 0 item I.3.1.1 no sumário é: "Marcação com lY -32PDATP"
2. Existe um "a" excedente antecedendo a palavra "partir" na 
tabela 2 da lista de tabelas.
3. Na linha 4 da página 7, o artigo que antecede a palavra 
"domínio" deve ser "um".
4. Na linha 13 da página 10, -falta um "s" na palavra 
"característica".
5. Na linha 21 da página 14, -falta um "s" na palavra "outras".
6 . Na linha 7 da página 22, -falta um "ri" na palavra
"fosfoproteínas" .
7. Na última linha da página 54, há um "a" excedente antecedendo 
a palavra "partir".
8 . Na linha 19 da página 63, o número da -figura é "8" e não "6".
9. Na quarta linha da -figura 4 (página 64), deve ser "D
corresponde à auto-radiogra-f ia do gel C" .
10. Na linha 23 da página 77, -falta uma crase em "às" que antecede
a palavra "caracter íst icas", na qual -falta um "s" e tem a si laba
"ti" repetida.
11. Na linha 19 da página 82, a palavra "protéica" deve estar no 
singular.
12. Na figura 25 da página 94, as regiões cerebrais apresentadas 
correspondem a : 1 - Bulbo olfatório; 2- Caudato; 3-Hipocampo; 4-
Cerebelo; 5- Medula; 6- Corda espinhal.
13. Na linha 16 da página 98, a palavra "simultaneamente" tem um
acento indevido.
14. Na linha 18 da página 102, a palavra "nesta" após “ppH-47" 
deve ser retirada.
15. Na linha 23 da página 106, falta um hífen na palavra "auto­
radiograf ia".
16. Na linha 10 da página 112, falta a palavra "do" após a 
palavra "identificação" e uma vírgula após "QFAP".
17. Na linha 6 da página 113, falta um "r" na palavra "auto­
rad iográf ica" .
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RESUMO/ABSTRACT

Caracterização da pH-47, uma proteína altamente fosforilada em 
hipocampo de rato. A fosforilação protéica é possivelmente o mais 
importante mecanismo pelo qual as respostas celulares são 
induzidas ou controladas por sinais extracelulares, especialmente 
no tecido cerebral onde os substratos de proteínas-quinases são 
marcadamente numerosos. 0 sistema fosforilante da ppH-47 foi 
inicialmente detectada em auto-radiografias preparados de micro- 
fatias de hipocampo de rato incubadas com C32Plfosfato (Rodnight 
et al . , 1988). 0 sistema fosforilante tem interessantes ca­
racterísticas, tais como Ca2+ dependência em adultos, ontogenia 
pós-natal e uma distribuição acentuada nas regiões do sistema 
limbico (Rodnight et al . , 1991). Além disso a ppH-47 é Triton- 
insolúvel e ausente na fração sinaptossomal. A análise dos 
fosfoaminoácidos mostrou que aparentemente a fosfoserina é o 
único resíduo marcado. Estas características, juntamente com a 
mobilidade bidimensional e o mapeamento fosfopeptidico com 
protease VQ sugere a identidade com a proteína astrocítica - 
GFAP. A principal banda imunoreativa observada com soro 
policlonal anti-GFAP corresponde a ppH-47, mas não há 
correspondência entre o estado de fosforilação e a quantidade 
imunoreativa de GFAP em diversas regiões estudadas. Isto sugere 
que a ppH-47 é a isoforma fosforilada da GFAP com variável 
distribuição regional, ou que a variação da atividade do sistema 
fosforilante é devido a diferenças nas atividades quinase(s) e/ou 
fosfatase(s) sobre a proteína.
Characterization of ppH-47, a protein higly phosphorylated in the 
hippocampus. Protein phosphorylation is possibly the most 
important mechanism by which cellular responses are induced or
controlled by extracellular signals, specially in brain tissue 
where substrates of the protein kinases are remarkably numerous. 
The phosphoprotein ppH-47 was first detected on autoradiographs 
prepared from micro-slices of rat hippocampus incubated with 
C32PDphosphate (Rodnight et al, 1988). The ppH-47 phosphory1ating 
system has several interesting characteristics, such as Ca2+ 
dependency in adult rat, stimulation by glutamate, delayed 
postnatal ontogeny, and a characteristic distribution in limbic 
system (Rodnight et al . , 1991). Moreover we observed its Triton- 
insolubility and absence in synaptosome. Phosphoamino acid 
analysis yelded phosphoserine as the only labelled amino acid. 
These characteristics, together with mobility in two dimensional 
electrophoresis and phosphopeptide mapping suggests an identity 
with glial fibrillary acidic protein (GFAP). The main 
immunoreative band observed with anti-GFAP corresponded to ppH- 
47, but there was no correspondence between the phosphorylation 
rate of ppH-47 and the quantity of immunoreactive GFAP in the 
different brain regions studied. This suggests that either ppH-47 
is a phosphory1ated isoform of GFAP with variable regional 
distribution, or that variation in phosphory1 ating activity of 
the system is due to differences in protein kinase and/or 
phosphatase activity towards GFAP.
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I. INTRODUÇfiO

I.i FOSFORILAÇAO PROTEICA COMO MECANISMO DE REGULAÇfíO CELULAR
A modificação proteica por fosforilação/defosforilaçlo 

representa um, e possivelmente o mais importante, mecanismo de 
regulação celular, em eucariontes e procariontes (Krebs, 1983; 
Hankes et al . , 1988; Edelman et al., 1987; Hunter, 1987). A
fosforilação protéica ocorre reversivelmente nos resíduos de 
serina, treonina e tirosina mais frequentemente (Martensen, 
1984). As fosfo-transferases que catalisam a transferência do 
fosfato do ATP para o substrato protéico são denominadas 
proteína-quinases e as fosfo-hidrolases que catalisam a 
defosforilação são denominadas proteína-fosfatases. Um sistema 
fosforilante, por definição, envolve minimamente uma proteína- 
quinase, uma proteína-fosfatase e o substrato protéico (Shacter 
et al., 1984a). A modificação protéica covalente por
fosforilação/ defosfori1 ação provoca modificação conformacional 
da proteína e consequentemente de sua atividade biológica.

A ubiquidade desse mecanismo pode ser justificada por 
diversas razões, como a enorme amplificação do sinal de origem, a 
alta sensibilidade e flexibilidade do sistema fosforilante e o 
baixo consumo energético envolvido no processo (Shacter et al. , 
1984a e 1984b).

A sensibilidade do sistema fosforilante refere-se a variável 
amplitude de respostas que podem ser obtidas frente a um único
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efetor sobre a atividade das enzimas conversoras, enquanto a 
•flexibilidade re-fere-se ao número de e-fetores que podem atuar 
sobre o sistema. Esses e-fetores, que podem ter origem intra e 
extracelular, são denominados mensageiros, por representarem 
sinais bioquímicos que modificam a atividade biológica. A 
flexibilidade dos sistemas fosforilantes pode ser ainda muito 
aumentada considerando a possibilidade de diferentes sítios 
fosforílaveis e suscetíveis à ação de distintas quinases e 
fosfatases num mesmo substrato protéico (Haycock, 1990; Browning 
et al., 1990; Roach, 1991).

Há três mecanismos descritos de ativação de proteína- 
quinases:

1. Por primeiros mensageiros, no qual o mensageiro
estimula a atividade proteína-quinase presente no próprio 
receptor, que a seguir fosforila seus substratos. Este mecanismo 
está bem estabelecido em receptores para fatores de crescimento 
(Varden e Ullrich, 1988; Carpenter e Cohen, 1990), no qual a 
tirosina frequentemente é o resíduo fosforilado.

2 Por segundos mensageiros, no qual o primeiro
mensageiro (comumente um hormônio ou neurotransmissor) estimula 
uma atividade enzimática não-quinásica associada ao receptor. A 
ativação desta enzima tem como produto o segundo mensageiro que 
irá ativar proteína-quinases. As enzimas comprovadamente 
envolvidas na geração do segundo mensageiro incluem
adenilciclase, guanilciclase, fosfolipase C e fosfolipase Ag, que 
tem como produto AMPc, GMPc, DAG (e IP3 ) e ácido araquidônico,
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+2 , respectivamente. 0 Ca extracelular também e considerado um
segundo mensageiro, seja seu influxo regulado por receptor ou em
canal voltagem-sensivel. 0 mecanismo de ativação por segundos
mensageiros parece ser o mecanismo mais geral (Walaas e
Greengard, 1991>.

3 . Por auto-fosforilação, no qual o mensageiro estimula 
a atividade quinásica, que além de catalisar a f osfor i lação de 
substratos proteicos, catalisa a f os-for i lação em sítios 
específicos em sua própria subunidade reguladora. A ativação por 
auto-fosforilação parece ser um importante mecanismo de regulação 
da atividade quinásica (Blackshear et al., 1988).

Apesar das proteína-fosfatases terem recebido menos atenção 
que as quinases, há várias evidências de sua importância na 
regulação dos sistemas fosforilantes (Cohen, 1989). As proteína- 
fosfatases parecem apresentar uma menor especificidade que as 
quinases e podem ser grosseiramente classificadas quanto a 
dependência de cátion-divalente e a regulação por mensageiros e 
moduladores proteicos (Cohen et al., 198E; Ingebritsen e Cohen,
1983).

1.2 SISTEMAS FOSFORILANTES CEREBRAIS
A fosforilação protéica parece particularmente importante na 

regulação da atividade nervosa, devido a quantidade e diversidade 
de sistemas fosforilantes envolvidos em diversos processos neuro- 
especificos tais como a síntese de neurotransmissores, transporte 
axoplasmático, liberação de neurotransmissores, geração de
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potenciais pós-sinápticos, transporte através de canais iõnicos, 
motilidade e plasticidade neuronal (Cohen, 1982; Nestler e 
Greengard, 1983; Walaas e Greengard, 1991).

1.2.1 Proteína-quinases e fosfatases
De acordo, com a ativação por segundos mensageiros, as 

proteína-qinases no tecido nervoso podem ser classiíiçadas em :
a)proteína-quinases nucleot ídeo-dependentes, b >proteína-quinases

2 +  - 2 +Ca /calmodul ina-dependentes, c )proteina-quinases Ca / fos-fo-
1 ipídio-dependentes e d)proteína-quinases independentes de
segundos mensageiros (Walaas e Greengard, 1991).

1.2.1.1 Proteína-quinases AMPc dependentes
A atividade da proteína-quinase AMPc dependente (PQA) no 

tecido cerebral é mais acentuada nas regiões corticais e núcleos 
da base (Walaas et al., 1983b). Atualmente, através da análise 
dos RNAm para esta quinase, podem ser identificados múltiplas 
isoformas das subunidades regulator ias e catalíticas (Tabela 1). 
As isoformas apresentam diferente distribuição regional no 
cérebro (Cadd e McKnight, 1989; Stein et al., 1987). Nas áreas 
corticais, por exemplo, predominam as iso-formas C-alfa, Rl-al-fa e 
beta.

A presença de AMPc induz a dissociação da PQA tetramérica 
(Tabela 1), ativando as subunidades catalíticas (Granner, 1988). 
Com a hidrólise do AMPc pela fosfodi esterase nucleotídio- 
dependente há uma reassociação das subunidades. 0 tipo II tem sua
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reassociação retardada por auto-fosforilação (Rubin e Rosen, 
1975).

A PQA no tecido nervoso, diferentemente em outros tecidos, 
tem uma alta atividade na fração particulada (Kelly et al., 
1979). A interação da quinase com as membranas e o citoesqueleto 
é feita através da subunidade regulatória (Rubin et al., 1972;
Theurkauf e Vallee, 1983).

1 .2 .1.2 Proteína-quinases GMPc dependentes
A proteína-quinase GMPc dependente (PQG) consiste de um 

homodimero (Tabcâla 1) que na presença de GMPc sofre uma alteração 
conformacional e o domínio inibidor é deslocado, liberando a 
atividade quinásica. A reversão é feita pela hidrólise do GMPc 
pela fosfodiesterase nucleotidio-dependente (Corbin et al., 1986; 
Lincoln et al., 1978).

No cérebro apenas o cerebelo contém uma alta atividade de 
PQG, mais especificamente nas células de Purkinje (Schlichter et 
al., 1980).

1.2.1.3 Proteína-quinases Ca2+/Calmodulina dependentes 
Proteina-quinase Ca2+/Calmodulina depententes (PQCaM)

parecem exercer um importante papel no cérebro, pela sua alta 
atividade e diversidade de substratos (Kennedy, 1989).

Dentre os vários tipos de PQCaM destaca-se no tecido nervoso 
o tipo II (Fukunaga et al.,1982; McGuiness et al., 1985), com
suas várias isoformas (Tobimatsu e Fujisawa, 1989)(Tabelai). Cada
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subunidade contém um domínio catalítico, um domínio regulatório 
calmodulina-dependente e um domínio de associação (Schulman, 
1988; Kelly, 1992). No tecido nervoso predominam as subunidades 
alfa e beta, entretanto elas diferem na distribuição regional e 
localização celular (Miller e Kennedy, 1985).

No mecanismo proposto de ativação da quinase, o Ca2+ induz 
uma alteração conformacional da calmodulina, que então interage 
com o domínio específico da enzima. Todas as subunidades são 
auto-fosforiláveis (McGinness et al., 1985) e a auto-fosforilação 
torna a enzima Ca2+/calmodulina independente (Ocorr e Schulman, 
1991).

Outras quinases Ca2+/calmodulina dependentes estão presentes 
no tecido nervoso, tais como a PQCaM I associada às vesículas 
sinápticas (Nairn e Greengard, 1987), a PQCaM III possivelmente 
envolvida na síntese protéica (Nairn e Palfrey, 1987) e a L- 
Miosina-quinase (Bartelt et al., 1987).

1.2.1.4 Proteina-quinases Ca2+/fosfolipídio dependente
As proteina-quinases Ca2+/fosfolipídio dependentes (PQC) 

estão envolvidas na mediação de muitas atividades no tecido 
cerebral (Tabela 1). Dentre as várias isoformas descritas (Bell e 
Burns, 1991), apenas as isoformas Ca2+ dependentes têm sido 
caracterizadas no tecido nervoso (Nishizuka, 1988; Ono et al.,
1989).

São ativadas, na presença de Ca2+, pelo diacilglicerol (DAG) 
liberado na membrana pela atividade da fosfolipase C induzida
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pelo primeiro mensageiro (Fisher e Agranoff, 1987; Billah e 
Anthes, 1990). 0 DAG liga-se a um sítio específico, com alta
afinidade por ésters de forbol, induzindo ao deslocamento do 
pseudo-substrato, uma domínio inibidor (Huang, 1989; Soderling,
1990).

Os tipos alfa e beta não se limitam ao tecido nervoso, 
enquanto o tipo gama parece ser específico deste tecido 
(Nishizuka, 1988). Estas isoformas são amplamente distribuídas no 
cérebro, sendo encontradas maiores atividades nas áreas 
corticais, incluindo hipocampo e cerebelo (Ito el al., 1990).
Estudos citoquímicos têm demonstrado diferentes localizações 
subcelulares das isoformas (Kitano et al . , 1987; Kose et al.,
1988).

1 .2 .1.5 Proteínas quinases aparentemente independentes de 
segundos mensageiros

0 tecido cerebral contém ainda uma variedade de outras 
quinases, independentes dos mensageiros conhecidos, que atuam em 
sítios de serina ou treonina. Entre elas estão a caseina-quinases 
(Girault et al., 1990), neurofilamento-quinases (Wible et al.,
1989) e a piruvato desidrogenase quinase (Cain e Routtemberg,
1991) .
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Tabela i. Iso-formas, estrutura, distribuição cerebral e alguns 
possíveis envolvimentos -funcionais da proteína-quinases 
dependentes de segundos mensageiros (a)

QUIHASE ISOFORHAS ESTRUTURA
DISTRIBUIÇÃO
CEREBRAL

ENUOLVIHENTO
Í I U C I O M

PQA
SUBUNI DADES CATALÍTICAS:C-oC, C-fi: REGULATORIAS: RI-«C, RI-B RII-flC, RII-B

TETRA MERO
(R C )2 2

ARRANJOS VARIADOS NAS DIVERSAS REGIÕES CEREBRAIS

.......... ......... "
REGULAÇÃO DE CANAIS IONICOS: SÍNTESE DE NEUROIRANSMISSORES: CONTROLE METABOLICO

PQG H0M0DINER0 CEREBELO (CÉLULAS DE PURKINJE) REGULAÇÃO DE 1 CANAIS IONICOS (

PQCafl II *, B, r, S 0LIG0MER0 COM ie A 12 SUSJNI- DADES
< e B SÍNTESE E LIBERACÃ'- DE NEUROTRANSMISSORES REGULACAO DO CITOES- QUELEIO; LTP

PQC
<, B <ie2), 7 (NEUROESPECIFICA)<e f CRESCIMENTO; SÍNTESE E LIBERACAO DE NEUROIRANS­MISSORES. REGULACAO DE CANAIS IONICOS E LTP.

(a) As in-formações -foram compiladas a partir dos trabalhos:
Hunter, 1987; Walaas e Greengard, 1991; Rodnight e Wofchuk, 1992.

1.2.1.6 Proteina--fos-fatases
As proteína-fos-fatases no tecido nervoso parecem possuir 

moduladores neuro-especi-f icos, o que indica a importâncias destas 
enzimas nos sistemas -fosfor i 1 antes cerebrais.

Além do inibidor-1 da proteína--fos-fatase tipo 1 tem sido 
descrito a DARPP-32 (vide o item 1.2.2.4), como inibidora neuro- 
especí-fica desta -fos-fatase (Williams et al. , 1986). Esses
inibidores são -f os-for i lados via AMPc, perdendo sua atividade 
inibidora sobre a -fos-fatase 1. A proteí na--f os-f atase tipo 2a no
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tecido cerebral parece ser modulada pela proteína G, um substrato
específico da PQG (Schlichter et al., 197B). A fosfatase tipo 8b,
Ca8+/calmodulina dependente, também conhecida como calcineurina
(Yang et al . , 1982), parece estar envolvida em diversos sistemas
fosforilantes no tecido cerebral, inclusive na defosfori1 ação do
inibidor 1 e DARPP-32 (Walaas e Greengard, 1991). A fosfatase 

2+tipo 2c, Mg -dependente, também é detectada no tecido nervoso 
<Cohen, 1982).

1.2.1.7 Tirosina-quinases e fosfatases
Além das serina/treonina-quinases e fosfatases o tecido 

cerebral apresenta sistemas fosforilantes ativos em resíduos de 
tirosina (Hirano et al., 1988), especialmente mediando a ação de 
fatores de crescimento (Yarden e Uldrich, 1988). Estes sítios 
fosforiláveis, diferentemente dos de serina/treonina, são 
alcáli-estáveis (Cooper et al., 1983) e as fosfatases envolvidas 
são insensíveis ao fluoreto, vanadato e fosfato (Jones el al.,
1989).

1.2.2 Substratos proteicos
Há uma variedade de substratos fosforiláveis no tecido 

cerebral, incluido neurônio e glia. Esses substratos apresentam 
padrões de distribuição celular e sub-celular, têm sítios 
fosforiláveis sensíveis a uma Ou mais quinases e o papel 
especifico de cada um é ainda bastante especulativo. Serão aqui 
abordados somente alguns destes substratos - especialmente
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aqueles supostamente identificados eletroforeticamente em gel de 
poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) durante a 
caracterização da ppH-47.

1.2.2.1 Sinapsinas
As sinapsinas são uma família de proteínas neuro- 

específicas, associadas a vesículas sinápticas (De Camilli et al,
1990). As sinapsinas Ia, Ib, lia e Ilb, apresentam peso molecular 
aparente de 86, 80, 74 e 55 KDa, respectivamente em SDS-PAGE, 
sendo a sinapsina I mais básica que a sinapsina II. Todas elas 
têm um sítio fosforilável sensível à PQA (e PQCaM I). A sinapsina 
I possui, além deste, dois sítios sensíveis a PQCaM II. As 
isoformas parecem ter uma caracterítica distribuição regional 
(Sudhof et al., 1989).

A localização vesicular da sinapsina I (De Camilli et al., 
1983,- Rodnight et al . , 1984), a interação com o citoesqueleto 
(Petrucci e Morrow, 1991) e a sua fosforilação Ca2+ dependente 
durante a liberação de neurotransmissores (Nichols et al., 1990)
sugerem seu envolvimento na exocitose das vesículas sinápticas.

1.2.2.2 MARCHS
A MARCHS é uma fosfoproteína ácida com peso molecular 

aparente de 80-87 KDa em SDS-PAGE, associada a membranas e 
fosforilada pela PQC (Wu et al., 1982). A análise estrutural 
revelou uma massa molecular de 32 KDa aproximadamente, um alto 
conteúdo de alanina, ausência de domínios hidrofóbicos e acilação
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(miristoilação), responsável pela sua interação com membranas 
(Stumpo et al . , 1989; Erusalimsky et al., 1991). Esta proteína 
tem sítios de interação com calmodulina (Gra-ff et al . , 1989) e
actina (Rosen et al. , 1990).

Embora tenha sido apontada como envolvida na transmissão 
sináptica (Nichols et al., 1987), esta fosfoproteína não está 
limitada às terminações nervosas. E amplamente distribuida em
neurônios, células gliais (Ouimet et al., 1990) e tecidos não- 
neurais (Blackshear et al., 1986). Devido a sua ubiquidade e 
relação com a actina esta fosfoproteína poderá estar envolvida na 
interação membrana-citoesqueleto numa diversidade de processos, 
especialmente aqueles associados ao crescimento celular.

I.2.2.3 B-50
A B-50, também denominada GAP-43, Fl, pp46, pp57 e

neuromodulina, é uma fosfoproteína com peso molecular aparente de 
45 KDa em SDS-PAGE, ponto isoelétrico de 4.3-4.6 , associada a 
membranas e fosforilada pela PQC (Nelson e Routtemberg, 1985). 
Esta -f osf oproteí na tem muitas caracter í st icas similares à MARCKS, 
sem no entanto apresentar qualquer sequência homóloga a esta. A 
análise estrutural da B-50 (Benowitz et al., 1987) revela uma
massa molecular de 24 KDa, ausência de domínios hidrofóbicos e
acilação (palmitoilação), responsável pela sua associação com as 
membranas. Como a MARCKS apresenta interação com a calmodulina 
(Liu e Storm, 1990) e actina (Moss et al., 1990).

Embora tenha uma localização predominantemente pré-sináptica
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e esteja aumentada durante a sinaptogênese, sua presença parece 
não estar limitada aos neurônios (Vitkovic et al., 1988). No
neurônio a B-50 parece estar envolvida na transmissão e 
plasticidade sináptica (Coggins e Zwiers, 1991).

I . 2 . 2 . 4 DARPP-32
A DARPP-32 é uma fosfoproteína com peso molecular aparente 

de 32 KDa em SDS-PAGE, com ponto isoelétrico de 4.7 , cuja
fosforilação é regulada por dopamina, via PQA (Walaas et al . ,
1983a). Esta proteína está localizada em neurônios e alguns tipos
de células não-neurais que contém receptores Dl (Meister et al . ,
1989). No tecido cerebral a DARPP-32, associada ao sistema 
dopaminérgico, está enriquecida no caudato-putamen.

Esta fosfoproteína apresenta algumas sequências homólogas ao 
inibidor 1 da proteína-fosfatase 1 (Williams et al., 1986). Esta 
proteína apresenta dois sítios fosforiláveis - um de serina e 
outro de treonina, este fosforilado via PQA (Girault et al.,
1990). A DARPP—32 parece estar envolvida na regulação das funções 
neuronais mediadas por dopamina, bem como também pode estar 
envolvida na regulação de muitos outros sistemas fosforilantes 
cerebrais, via inibição da fosfatase 1 (Walaas e Greengard, 1991).

1.2.2.5 Subunidade alfa da PQCaM II
A subunidade alfa da proteína-quinase Ca2+/calmodulina 

dependente tipo II é uma fosfoproteína com peso molecular em SDS- 
PAGE de 50 KDa, bastante evidenciada na fração pós-sináptica,
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associada a proteínas de membrana e do citoesqueleto - possíveis 
substratos desta quinase (Kelly e Cotman, 1978; Kelly et al . ,
1984).

A subunidade alfa pode representar 20 a 50% da proteína nas 
densidades pos-sinápticas (Kennedy et al . , 1983). No entanto, 
várias evidências apontam sua importância na fração pré-sináptica 
(Lin et al., 1990). A subunidade alfa está fortemente presente no 
hipocampo (chegando a representar 2% da proteína tissular) e 
outras áreas corticais e tem pequena presença no cerebelo e 
medula espinhal.

Esta proteína possivelmente esteja envolvida na transmissão 
sináptica e em muitos outras atividades nervosas. Além disso, 
talvez tenha um papel estrutural, não enzimático, junto às 
proteínas do citoesqueleto nas densidades pós-sinápticas (Kelly e 
Cotmann, 1978; Rostas et al., 1986).

1.2.2.6 Filamentos intermediários
Os filamentos intermediários do citoesqueleto aparentemente 

estão envolvidos na determinação da especificidade da matriz 
celular (Getzemberg et al., 1990). Os neurônios e astrócitos têm 
como proteínas formadoras de filamentos intermediários 
específicos - neurofi1amentos (NF) e proteína glial fibrilar 
ácida (GFAP), respectivamente.

As proteínas de neurofilamentos NF-H, NF-M e NF-L têm pesos; 
moleculares aparentes de 200, 140 e 68 KDa em SDS-PAGE,
respectivamente (Lazarides, 1982; Carden et al., 1985). Parecem
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haver múltiplos sítios de fosforilação N e C-terminais nos 
neurofilamentos. Os sítios amino-terminais parecem ser sensíveis 
à PQC e PQA, enquanto os sítios carboxi-terminais à quinases 
independentes de segundos mensageiros. Os neuro-f i lamentos estão 
envolvidos no transporte axonal e a defosforilação N-terminal 
destas proteínas tem sido relacionada à pol imer i zação fibrilar e 
à interação com outras proteínas do citoesqueleto e membrana 
plasmática (Sihag e Nixon, 1990).

A fos-fori lação da GFAP (50 KDa - pi 6.1) foi obtida em 
células intactas (Browning e Ruina, 1984) e parece ocorrer via 
PQA e PQC (Harrison e Mobley, 1991). A fosfor i lação desta 
proteína em astrócitos aparentemente não está -fundamentalmente 
relacionada com a pol imer ização fibrilar, como acontece com 
outras proteínas de -filamentos intermediários (Noetzel, 1990), 
Outra -fos-foproteína de -filamento intermediário encontrada em 
astrócitos, é a vimentina (60 KDa-pI 5.3) - uma proteína
associada a células de origem mesenquimal (Harrison e Mobley, 
1989).

1.2.S.7 Outras -fos-foproteínas do citoesqueleto
Além das proteínas de -filamentos intermediários muitas outra 

proteínas do c i toesqueleto nervoso são -fos-for i 1 ávei s , como a 
tubulina e as proteínas associadas à microtúbulos , possivelmente 
via PQCaM II e PQA (Yamamoto et al., 1985). Dentre as proteínas 
associadas à microtúbulos destacam-se no tecido cerebral a MAP-2, 
enriquecida na fração dendrítica, e as proteínas tau,
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enriquecidas no axônio . Estas proteínas são sensíveis a uma 
diversidade de quinases (Yamamoto et al . , 1985; Akiyama et al., 
1986; Hoshi et al . , 1987) . Estas fosfoproteinas parecem regular 
■formação microtubular, estando possivelmente envolvidas na 
plasticidade neuronal (Matus, 1988).

A -fos-for i lação da actina é incerta, porém é evidente a sua 
interação com diversas outras -f os-foproteí nas cerebrais do 
citoesqueleto como as sinapsinas ou fosfoproteínas associadas 
membranas como a MARCKS e a B-50 (Walaas e Greengard, 1991).

1.3 METODOLOGIA CORRENTE NO ESTUDO DE FOSFOPOLIPEPTIDEOS 
CEREBRAIS

Há uma variedade de métodos disponíveis para o estudo de 
•fosfoproteínas, incluindo : (a) o uso de 3EP como marcador de
fosfoproteínas, (b) identificação de fosfoproteínas por reações 
de coloração para o fosfato, e (c) por imuno-reações usando 
anticorpos contra a forma fosforilada da proteína (Nairn et al., 
1988; Sternberg e Sternberg, 1983).

A análise da amostra protéica frequentemente envolve a 
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), unidimensional 
(Laemmli, 1970) ou bidimensional (0' Farrel, 1975). As proteínas 
separadas no gel poder ser eluidas (Harrington, 1990) ou 
transferidas para matrizes imobi1izantes (Timmons e Dunbar, 1990) 
e desta forma podem ser submetidas à análise estrutural ou usadas 
para a produção de anticorpos. A transferência para membranas de 
nitrocelulose, num processo introduzido por Towbin e
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colaboradores (1979), tem -facilitado bastante no processo de 

caracterização proteica.

301.3.1 P como marcador de -fos-foproteinas
0 uso de 32P como marcador de fosfoproteínas é o método mais 

comum e mais eficiente. A C32P3fosfoproteína analisada, devido à 
emissão beta, pode ser detectada por auto-radiografia e por 
contagem da cintilação e/ou radiação de Cerenkov (Gould, 1972). 0 
32P pode ser incorporado via adição de C 'Ç -32P3ATP ou 
C32Plfosfato. A adição de C32P3fosfato exige a integridade do 
sistema de fosforilação oxidativa para síntese de ATP marcado.

1.3.1.1 Marcação com C')fK32P3ATP
Grande parte dos sistemas fosforilantes são estudados usando 

E^-3223ATP como doador de fosfato. Este procedimento fornece 
informação sobre os ativadores e inibidores do sistema, bem como 
da possível localização subcelular. Muitas variantes deste 
procedimento incluindo adição de quinases purificadas e 
substratos exógenos permitem estabelecer a cinética enzimática do 
sistema fosforilante.

0 tecido cerebral possui uma variedade de neurônios e 
células gliais, com diversos compartimentos subcelulares, cada 
qual com distintos sistemas fosforilantes. Durante a 
homogeneização tissular essa compartimentalização é rompida, 
podendo levar a falsos-positivos, isto é, gerando sistemas 
fosforilantes não existentes na situação fisiológica, ou levar a
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f alsos-negat i vos, isto é, -fazendo desaparecer sistemas 
fosforilantes presentes "in vivo" (Nestler e Greengard, 1984a) . 
Desta -forma é imprec indí vel a confirmação de sistemas 
fosforilantes usando procedimentos com células ou frações 
intactas (Rodnight et al . , 1986).

1.3.1.2 Marcação com C32P3fosfato "in vitro"
No tecido nervoso a marcação com C32P3fosfato "in vitro" 

frequentemente envolve a fração sinaptossomal, fatias cerebrais 
(Rodnight et al., 1986) e cultura de células (Weiss et al . , 1989; 
Molloy e kennedy, 1991).

Os sinaptossomas têm sido usados como um bom modelo da 
situação pré-sináptica, permitindo o estudo de sistemas 
fosforilantes durante a despolarização e liberação de 
neurotransmissores (Dunkley et al . , 1986a e 1986b).

0 procedimento usando fatias cerebrais tem sido bastante 
utilizado (Yip e Kelly, 1989; Rodnight et al., 1988), devido ao 
fato dos sistemas fosforilantes serem mantidos compartimen­
tai izados de forma bastante íntegra, numa situação próxima à 
fisiológica, exceto por estar isolado e livre da modulação inter- 
celular da situação "in vivo". Além disso, as fatias cerebrais 
permitem uma diversidade de estudos tais como isquemia 
(Whittingham et al., 1984), despolarização (Crowder et al., 1987) 
e liberação de neurotransmissores (Ribeiro e Gomez, 1986).

0 fracionamento sub-celular a partir de fatias incubadas com 
C32P3fosfato tem sido tentado, com o objetivo de localizar os
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sistemas fosfori1antes. Neste caso o principal problema 
enfrentado é a defosforilação durante o fracionamento (Jones et 
al., 1989; Qordon, 1991).

Uma variante do estudo "in vitro" com preparações celulares 
intactas é denominada "back phosphorylation" (Nestler e 
Greengard, 1984b). Esta consiste em estimular uma preparação de 
tecido intacto. Depois o tecido é fracionado e à fração em estudo 
é adicionda uma proteína-quinase purificada e [y^-32PDATP. Neste 
procedimento serão evidenciados os sítios "livres", isto é, os 
sítios não fosforilados com a estimulação. Existem diversas 
dificuldades experimentais neste procedimento, especialmente em 
manter inibidas quinases e fosfatases após a estimulação e 
durante o fracionamento.

0 uso de cultura de células neuronais (Molloy e Kennedy,
1991) e gliais (Harrison e Mobley, 1989) permite a caracterização 
celular especifica de muitas fosfoproteínas com a incubação com 
C321fosfato. No entanto, deve-se ser levada em conta a ausência 
da modulação inter-celular, até talvez mais acentuada que. em 
fatias cerebrais, devido a alteração da matriz extra-celular 
(Getzemberg et al., 1990).

1.3.1.3 Marcação com C32P3fosfato "in vivo"
Este procedimento é bastante valioso na demonstração e 

compreensão de sistemas fosforilantes. Comumente é feito por 
injeção de C32P3fosfato nos ventrículos cerebrais (Murthy et al,
1985) ou por infusão canular de C32PD no tecido cerebral (Mitrius
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et al., 1981; Rodnight et a l ., 1985). A defosforilação post­
mortem é comumente evitada pelo uso de Ng líquido no congelamento 
cerebral.

A marcação "in vivo" aproxima-se da situação fisiológica, 
sem esquecer o fato de que o animal anestesiado tem importantes 
alterações na atividade nervosa, possivelmente reguladas por 
sistemas fosforilantes que portanto, podem não corresponder à 
real situação em vida.

1.3.2 Análise das C32P3fosfoproteínas
As C32P3fosfoproteínas são comumente analisadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de 
sódio (SDS-PAGE), uni (Gower e Rodnight, 1986) ou bidimensional 
(Rodnight et al., 1988; Baciu e Durham, 1990).

A eletroforese bidimensional tem sido um poderoso processo 
analítico de proteínas cerebrais (Heydorn et al., 1983; Semple- 
Rowland et al., 1991; Marshall e Williams, 1991). A primeira 
separação, baseada na carga da protéica, é feita num gel de 
poliacrilamida/uréia, cilíndrico com pequeno diâmetro , onde o 
gradiente de pH é mantido por anfolinas. Gradientes imobilizados 
de pH têm sido usados na tentativa de melhorar a 
reprodutibi1 idade do processo (Gorg, 1991). A isoeletro- 
focalização não equilibrada na primeira dimensão (0 'Farrel et 
al., 1977) tem como vantagens a identificação de proteínas
básicas e um reduzido tempo de corrida (Rodnight et al., 1988).

A eletroforese unidimensional (e a segunda etapa da
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eletro-forese bidimensional) é -feita em gel de SDS-pol i acr i lamida. 
□ uso do SDS ampliou a resolução da eletroforese protéica e 
permitiu estimar o peso molecular aparente dos polipeptídios 
analisados (Neville, 1971). No entanto, algumas f os-foproteínas 
apresentam uma mobilidade irregular em SDS-PA6E (Gower e 
Rodnight, 1986), indicando pesos moleculares aparentes muito 
di-ferentes da realidade, como é o caso da MARCKS (Erusalimsky et 
al., 1991).

Outros métodos têm sido propostos para análise de 
•fosfoproteínas incluindo cromatogra-fia líquida substituindo a 
isoeletro-focal ização (Leoni et al . , 1990) ou -fazendo-a em "slab" 
gel (Maurides et al, 1989).

1.3.3 Análise estrutural das -fosfoproteínas
A análise estrutural de -fos-foproteínas envolve inicialmente 

a determinação de sítios -fos-f or i lados e o mapeamento 
f os-fopept ídico.

As fosfoproteínas analisadas em SDS-PAGE podem ser 
caracterizadas quanto alcali-labi1 idade na presença de KOH, 
sugerindo -fos-fori lação em serina e/ou treonina. Fos-foproteínas 
eluidas do gel podem ser submetidas à hidrólise ácida e a seguir 
os -fosfoaminoácidos podem ser ident i-f içados por cromatogra-f ia 
e/ou eletro-forese de alta. voltagem (Cooper et al. , 1983).

0 mapeamento peptídico tem auxiliado bastante na 
identificação de proteínas e consiste na análise dos peptídios 
resultantes da ação proteolítica de enzimas ou agentes químicos
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(Judd, 1990). A proteólise enzimática é -feita comumente com 
protease V8 e/ou tripsina. 0 uso da protease V8 tem sido mais 
•frequente devido a -facilidade de executar a proteólise "in situ" 
simultânea com a análise dos peptídios resultantes (Cleveland et 
al . , 1977). 0 mapeamento -fosfopeptidico com protease V8 tem sido 
bastante usado na caracterização de -fos-foproteínas cerebrais 
(Browning e Ruina, 1984; Dunkley et al . , 1986; Yip e Kelly,
1989).

1.3.4 Caracterização protéica pós-"electroblotting"
A eletrotransferência das proteínas separadas em SDS-PAGE 

para membranas de nitrocelulose (Burnette, 1981), nylon (Gershoni 
e Palade, 1982) e PVDF (Gultekin e Heermann, 1988) tem -facilitado 
e acelerado o processo de caracterização protéica. As proteínas 
eletroblotadas podem ser ser caracterizadas com anticorpos 
(Timmons e Dunbar, 1990) ou pela a-finidade com outras proteínas 
como calmodulina e lectinas (Hankes, 1982; Flanagan et al.,
1984). Proteínas ligantes de Ca2+ podem ser identificadas em 
membranas de nitrocelulose (Zorzato e Volpe, 1988).

Além disso, pequenas quantidades de proteínas eletroblotadas 
podem ser usadas para produção de anticorpos (Abou-Zeid et al.,
1987), análise estrutural e sequenciamento (Aebersold et al., 
1987; Matsuidara, 1987). A eletroforese bidimensional seguida de 
"electroblotting" parece ser uma promissora metodologia na 
análise de proteínas cerebrais (Mobbs et al., 1989). A
eletrotransferência de fosfoproteínas para membranas como PVDF
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poderá -facilitar a identi-f icação dos sítios -fos-fori lados 
(LeGendre, 1990).

1.3.5 Análise de fosfoproteínas sem marcação com 32P
Outros métodos, menos comuns e menos sensíveis, são 

utilizados no estudo de -fos-f oproteí nas sem envolver marcação com 
32P . Um desses métodos consiste em ident i-ficar -fos-f oproteí as em 
SDS-PAGE através de uma reação especí-fica para o grupamento 
■fosfato (Cutting, 1989). Outro método utilizado consiste em 
identificar e quantificar os resíduos fosforilados, especialmente 
fosfoserina, em frações protéicas ácido-hidrolisadas (Salbego e 
Souza, 1987j Gonçalves et al., 1990a).
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1.4 MOTIVOS E OBJETIVOS DESTE TRABALHO
Atualmente são conhecidos uma centena de sistemas 

fosforilantes cerebrais e o papel desempenhado por eles na 
atividade nervosa, na grande maioria dos casos, permanece ainda 
incompreendido. A caracterização de fosfoproteínas neuronais e 
gliais, envolvendo a ident if icação da -forma -fos-for i lada de 
proteínas com atividade já conhecidas ou a identificação de 
atividades, estruturais ou enzimáticas, em fosfoproteínas
desconhecidas, poderá contribuir para a compreensão da base 
molecular da atividade nervosa.

0 nosso grupo tem se dedicado ao estudo de sistemas
fosforilantes cerebrais, particularmente aqueles envolvidos na 
plasticidade neuronal. Um estudo de fosfoproteínas em micro- 
fatias cerebrais de rato incubadas com C32P3fosfato e analisadas 
por eletroforese bidimensional evidenciou a presença de uma 
fosfoproteína de peso molecular aparente de 50 KDa, ponto 
isoelétrico de 6,3 , cuja fosforilação era acentuada em
hipocampo e dependente de Ca2+ (Rodnight et al., 1988).
Inicialmente esta fosfoproteína foi denominada HP-50 (Gonçalves e 
Rodnight, 1989, Reunião da Sociedade Brasileira de Bioquímica e 
Biologia Molecular).

Posteriormente alguns dados apontaram a importância deste 
sistema fosforilante, especialmente a ontogenia pós-natal 
(Salbego, 1990) e confirmação de sua presença mais acentuada em 
hipocampo e outras estruturas do sistema limbico em rato
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(Rodnight e Leal, 1990). A taxa de f osfor i lação da ppH-47 mais 
acentuada nas estruturas do sistema límbico, um sistema 
estreitamente relacionado à plasticidade sináptica, bem como a 
ontogenia pós-natal, concomitante com a sinaptogênese , sugerem a 
possibilidade de envolvimento desta fosfoproteína na plasticidade 
neuronal.

Assim a caracterização desta fosfoproteína tornou-se uma 
necessidade para: (a) estabelecer sua identidade com alguma
proteína já conhecida e/ou (b) elaborar um protocolo de
purificação de modo a ampliar o conhecimento a cerca de sua
existência.

OBJETIVOS:
1. Identificação da ppH-47 por eletroforese bi­

dimensional de fatias de hipocampo incubadas com C32P3fosfato;
2. Identificação do(s) sítios fosforilado(s) da ppH-47;
3. Mapeamento fosfopeptídico;
4. Estudo da solubilidade;
5. Identificação da ppH-47 sem marcação tecidual com

C32PDfosfato;
6. Identificação da ppH-47 em outras espécies de

mamíferos;
7. Caracterização imunológica da ppH-47.
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II MATERIAL E MÉTODOS

11.1 IDENTIFICAÇÃO DA ppH-47 POR ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM 
FATIAS DE HIPOCAMPO MARCADAS COM C32PDFOSFATO

Este procedimento foi baseado no método descrito por 
Rodnight e colaboradores para o estudo da fosforilação protéica 
em micro-fatias cerebrais de rato (Rodnight et al., 1988),
introduzindo pequenas modificações.

11.1.1 Material
Foram utilizados ratos Wistar adultos (60-90 dias),

procedentes do Biotério do Instituto de Biociências, UFRSS.
Acrilamida, bis-acrilamida, agarose, citocromo C, dodecil sulfato 
de sódio (SDS), 2-mercaptoetanol, Nonidet P-40, Trisíhidroxi- 
meti1)aminometano (Tris) e tetrametiletilenodiamina (TEMED) foram 
procendentes da Sigma. As anfolinas 2-4 foi proveniente da Serva, 
enquanto as anfolinas 3,5-10 e 5-7 foram da LKB. Uréia, hidróxido 
de sódio, glicose e os sais utilizados no meio de incubação foram 
provenientes da Merck. 0 C32P]Na2HP04 foi obtido do CNEN, São 
Paulo. Filmes de Raio-X e outros materiais fotográficos forma 
procedentes da Kodak. Os demais reagentes, todos p.a., foram
provenientes da Reagen.

11.1 . 2  Obtenção das fatias hipocampais
Os ratos foram mortos por decapitação e o cérebro ime­

diatamente retirado e colocado sobre papel de filtro em uma
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placa de Petri mantida em gelo. 0 papel era previamente molhado 
com o meio de incubação (item II.1.3). Os hipocampos eram 
retirados e colocados sobre um disco de papel de -filtro Whatman. 
A seguir o tecido era -fatiado transversalmente num Mcllwain 
"chopper", ajustado para 0,4 mm de espessura. 0 hipocampo -fatiado 
era trans-ferido para uma pequena placa de Petri contendo meio de 
incubação, onde com auxílio de delicados pincéis, as -fatias 
obtidas eram separadas.

II. 1.3 Incubação das -fatias com C32P3fosfato
11.1.3.1 Pré-incubação

As -fatias hipocampais (6 a 8 fatias) eram transferidas, com 
auxilio de um pincel, para um tubo de poliestireno com tampa, 
contendo 0,6-0,8 ml de meio de incubação, gelado e previamente 
gaseificado com 0g. 0 meio de incubação era composto de: NaCl 124 
mM, KC1 4 mM, MgS04 1,3 mM, Glicose 1,2 mM, CaClg 1 mM e HEPES 
sódico 25 mM. Os tubos contendo as fatias eram gaseificados mais 
uma vez e tampados. As fatias eram incubadas (pré-incubadas) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 30°C).

11.1.3 .2 Incubação
0 meio de pré-incubação era retirado cuidadosamente com 

auxilio de uma seringa ou pipeta Pasteur. A seguir era adicionado 
0,3 - 0,4 ml de meio de incubação contendo C32P3fosfato (50 a 60 
AiCi por fatia ou 50 jjI de meio) . Novamente o tubo era gaseificado 
com 0g e as fatias eram incubadas a 30°C por 60 minutos, com
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agitação suave e periódica, a cada 5 minutos. A incubação era 
interrompida com ácido tricloroacético (TCA) 10% e o tubo 
transferido para o gelo.

Em alguns experimentos era adicionado PDBu (forbol 12,13 
dibutirato) no meio de incubação (concentração -final de 1 juM) 
para caracter izar substratos da PQC. Isto -foi -feito no estudo da 
de-fos-for i lação proteica durante a homogeneização de -fatias (item
II.4.1) e na hidrólise alcalina de -fos-foproteínas no gel de 
poliacrilamida (item II.2.1).

II.1.4 Solubi1ização da amostra proteica
As -fatias incubadas eram lavadas com TCA 4% para retirar o 

C32P]fosfato livre e a seguir lavadas com água destilada gelada 
(ou etanol 80% ) para remover o excesso de TCA. Então as -fatias 
eram transferidas para tubos de Eppendorf contendo a solução A de 
lise, composta de: Uréia 9,5 M; lisina 12,5 mM; SDS 1 % ; 2- 
mercaptoetanol 2%; azul de bromofenol aproximadamente 0.005%. 0
volume de solução A era de 2Qul por fatia. A fatias eram 
dissolvidas com agitação vigorosa em vortex. Algumas vezes 
a dissolução era facilitada pelo uso de um delicado bastão de 
vidro ou pelo congelamento/descongelamento. A seguir era 
adicionada a solução B de lise, 80 .ul por fatia. Esta solução 
tinha uma composição similar à solução B, diferindo apenas pelo 
Nonidet P-40 5% substituindo o SDS. A amostra era congelada e, 
antes da aplicação eletroforética, centrifugada em Spin I 
(aproximadamente 15.000 x g) durante 3 minutos, para separar os
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■fragmentos insolúveis de tecido.

11.1.5 Eletroforese bidimensional
II.1.5.1 Isoeletrofocalização (IEF) não-equi1ibrada - la dimensão

A amostra era aplicada sobre um gel cilíndrico de 
poliacrilamida, com 1,0 mm de diâmetro e comprimento de 11,5 a
13.5 cm, contendo: acrilamida/bis-acrilamida (29/1) 3,5%; uréia
9.5 M; an-folinas 2-4, 3,5-10 e 5-7 com concentração de 0,5%, 4,0% 
e 0,5%, respectivamente; Nonidet P-40 4%. 0 gel era polimerizado 
em tubos cilíndricos (1,5 mm x 16 cm) adicionando 1 *il de TEMED e 
3 jjI de persul-fato de amónio 5% em 0,3 ml da mistura de gel, que 
a seguir era introduzido no tubo, posicionado verticalmente, 
através da pressão negativa produzida por uma seringa conectada a 
outra extremidade do tubo. 0 gel era introduzido até 2,5 a 4,5 cm 
do topo do tubo, espaço onde seria aplicada a amostra. A 
polimerização era completa em 2 a 3 horas.

0 volume de amostra aplicado variou de 15 a 50 jjI . Sobre a 
amostra eram colocados 20 a 25 jil de uma solução de uréia 8 M 
contendo citocromo C (aproximadamente 8 g%), usado como marcador 
da -frente de isoeletro-focal i zação não-equi 1 ibrada.

NaOH 20 mM -foi usado como católito e H3PO4 10 mM como 
anólito. A solução de NaOH era degasei-ficada previamente. A 
corrida -foi -feita a voltagem de 400V até banda principal de 
citocromo atingir 7,5 cm da origem, em aproximadamente 3h. Em 
outro procedimento , usando potência elétrica constante de 0 , 1  

kl/tubo, a voltagem variou de 400 a 800V durante a corrida.
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Após a corrida o géis eram congelados (-SO°C) até a 
transferência para a segunda dimensão.

II.1.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE)
- 2a dimensão

Placas de gel de poliacrilamida 8% -foram preparadas em bloco 
(8 placas). Cada placa de gel, montada entre duas placas de 
vidro, media 16 cm de largura, 14 cm de comprimento e 1 mm de 
espessura. 0 gel de poliacrilamida contendo: acrilamida/ bis-
acrilamida (39/1), 8%; tampão Tris-HCl 1,9 M pH 8,0, 22,5% e SDS 
0,1% era polimerizado adicionando TEMED e persul-fato de amónio 
numa concentração -final de 50 jj1% e 0,04%, respectivamente. A 
mistura de gel antes da adição de TEMED e persul fato era 
degaseificada, aproximadamente por 10 min.

0 gel da primeira dimensão era aplicado sobre o gel de 
entrada 4%, preparado acima do gel de separação 8%. 0 gel de IEF 
era descongelado e expulso do tubo, com auxilio de uma seringa, 
para um meio de equilibração contendo: Tris-Glicina 25 e 190 mM, 
respectivamente; SDS 2%; 2-mercaptoetanol 0,1%; azul de 
bromo-fenol, aproximadamente 0,005%. 0 gel de IEF era equilibrado 
sob agitação suave durante 15 min e tranferido para o gel da 
segunda dimensão, colocando-se a extremidade ácida do gel de IEF 
no centro da placa do gel e a extremidade básica (cortada a 8 cm 
do topo) na lateral da placa. Desta forma eram aplicado dois géis 
de IEF por placa de gel na segunda dimensão.

0 gel transferido era fixado com agarose 1 %. 0 tampão
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superior (catódico) era composto de : Tris-Glicina 25 e 190 mM, 
respectivãmente; SDS 0,1% e 2-mercaptoetanol 0,1%, enquanto o 
tampão inferior (anódico) era Tris-HCl 100 mfl, pH 8,0. 0 2-
mercaptoetanol estava presente também na agarose e podia ser 
omitido no tampão superior sem alterar a qualidade dos 
resultados.

A corrida eletroforética era feita fixando-se a voltagem 
máxima em 120 V e a amperagem inicial era de 20 mM/placa. 0 
corante (azul de bromofenol) atingia o final do gel em 
aproximadamente 7 horas.

II.1.6 Fixação, secagem e exposição auto-radiográfica do gel
Ao final da corrida o gel era fixado durante a noite em 

metanol - ácido acético, 53 e 7%, respectivamente. Depois era 
colocado em solução de secagem contendo metanol 50% e glicerol 
1 %, por duas horas e seguir era seco entre duas folhas de papel 
celofane (Juang et al., 1984).

0 gel seco era montado sobre uma placa de Eucatex. Sobre o 
gel era colocado o filme de raio X (13 x 18 cm, X-0MAT, Kodak) e 
sobre este uma placa intensificadora (13 x 18 cm, Cronex, Du 
Pont), ü conjunto era colocado a - 70°C , durante 12 a 48 horas, 
dependendo da marcação e quantidade da amostra. 0 filme era 
revelado e fixado de acordo com as recomendações da Kodak.

II.2 IDENTIFICAÇÃO D0(S> RESlDUO(S) FOSFORILADO(S) NA p pH-47
A identificação do(s) sítio(s) fosforilado(s) foi feita: (a)
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por hidrólise alcalina das C32P3fosfoproteínas no gel de 
poliacrilamida (Copper et al . , 1983) e (b) por análise dos 
C32P]fosfoaminoácidos resultantes da hidrólise ácida da ppH-47 
eluida do gel de poliacrilamida (Martensen, 1984).

11.2.1 Hidrólise alcalina no gel
0 gel de poliacrilamida seca, após a ser auto-radiografado, 

era colocado em um recipiente contendo 200 ml HOH 1 M. 0 papel 
celo-fane pode ser retirado após 15 minutos, com auxílio de 
pinças. 0 recipiente, devidamente tampado, era então colocado na 
estu-fa a 60°C, durante 3 horas. A solução de KOH foi substituída 
a cada hora. 0 manuseio do gel deve ser extremamente cuidadoso, 
devido a dilatação e fragilidade do gel durante o processo. 0 uso 
de uma peneira sob o gel facilitou o manuseio. Cuidado também 
deve ser tomado com o vapor de NH4+ liberado durante o 
procedimento. Após a hidrólise o gel foi desidratado, lentamente, 
com diferentes soluções de metanol e ácido acético, até retomar 
aproximadamente seu tamanho inicial. A seguir era seco e 
novamente exposto para auto-radiografia. A comparação dos filmes 
obtidos, antes e depois da hidrólise, permitiu a identificação de 
resíduos fosforilados álcali-estáveis.

11.2 . 2 Hidrólide ácida da ppH-47
II.2.2.1 Eluiçao da ppH-47 do gel de poliacrilamida

A ppH-47 foi eluida do gel de poliacrilamida por 
homogeneização (Gurd, 1985). Areas de gel correspondentes às
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manchas auto-radiográficas de ppH-47 foram recortadas e colocadas
numa placa de Petri com água destilada, durante 5 minutos, onde a
seguir o papel celofane foi retirado. Depois os fragmentos de gel
foram homogeneizados em tampão fosfato 0,1 M, SDS IX, 2­

2mercaptoetanol 10 mM e albumina 100 jjg/ml. Cerca de 0,25 cm de
gel (seco), correspondente á área de 8 manchas de ppH-47, foi
homogeneizado manualmente em 0,5 ml dessa solução num pequeno
Potter Elvehjem. 0 homogeneizado foi transferido para um tubo de 
Eppendorf e centrifugado em Spin I (aproximadamente 15.000 x g), 
durante 5 min. 0 sobrenadante (eluato) foi transferido para um 
tubo de centrífuga. 0 "pellet" foi ressuspenso em 0,5 ml da mesma 
solução usada na homogeneização e recentrifugado. 0 segundo 
sobrenadante foi adicionado ao primeiro. A seguir foi adicionado 
1 ml de TCA 20% ao eluato. A mistura foi mantida no gelo por 15 
minutos e então centrifugada a 10.000 x g em Sorvai 1 RC2-B, 
durante 10 minutos - a fim de remover sais e SDS antes da 
hidrólise ácida (Martensen, 1984). A amostra proteica precipitada 
foi delipidada com 1 ml de etanol-éter etílico (1 :1 ).

II.2 .2 . 2  Hidrólise ácida
A proteína TCA-precipitada foi ressuspensa em 0,3 ml de HC1 

6N, com auxílio de um delicado bastão de vidro e transferido para 
um tubo Pirex com tampa-rosca. A hidrólise foi feita em estufa a 
110°C, durante 90 minutos. O resíduo ácido foi removido em 
dessecador, contra K0H em pastilhas.
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II.S.2.3 Análise do(s) fosfoaminoácido(s)
A análise dos C32PDfosfoaminoácidos no hidrolisado protéico 

■foi -feita por eletroforese de alta voltagem, em papel com duas 
corridas unidimensionais (Martensen et al., 1984; Hirano et al.,
1988).

0 hidrolisado protéico -foi ressuspenso em 25 jjI de água
destilada e 20 ul eram aplicado sobre papel 3MM. A folha de papel 
media 20 x 30 cm. A amostra e os padrões de fosfoaminoácidos 
(Uig/JJl) eram aplicados sobre uma linha suavemente traçada com 
lápis, a 1 cm do bordo da base da folha. Cerca de 2jj1 de cada
padrão eram aplicados lateralmente ou junto à amostra
hidrolisada.

Após a aplicação a folha de papel era molhada com o tampão 
da primeira corrida : ácido acético glacial, 156 ml /ácido 
fórmico 88%, 50 ml/ água destilada, 1794 ml (pH 1,9). 0 papel
molhado era colocado na superfície horizontal de uma câmara para 
eletroforese em alta voltagem, modelo Shandon L24, acoplada a uma 
fonte do tipo HVE-Shandon. A folha era colocada de modo que a 
linha onde foram aplicados os padrões e a amostra (origem)
ficasse no lado do cátodo. Pontes com papel de filtro molhadas
com o tampão eram feitas entre a folha de papel 3MM e as cubas 
dos eletrodos. 0 tampão 1,9 era colocado em ambas as cubas.

A corrida era iniciada com voltagem de 500 V, durante 10 
minutos e a seguir aumentada para 2000 V, durante 45 minutos. A 
amperagem nestas condições teve seu valor máximo em torno de 70 
mA. Um sistema de resfriamento, com água gelada circulante, foi
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conectado a câmara de eletro-forese. Ao -final da corrida a -folha 
de papel era seca, durante 2 horas, em capela.

A seguir a -folha era molhada com o segundo tampão: ácido
acético glacial, 100 ml/piridina, iOml/água destilada, 1890 ml 
(pH 3,5). G papel era colocado na câmara de alta voltagem como 
descrito acima. A segunda corrida tabém era -feita a 2000 V, 
durante 45 min. Ao -fim da corrida a -folha era seca, durante S 
horas, em capela.

Depois a -folha era imersa brevemente em ninhidrina 0,2% (em 
acetona) e colocada em capela , durante 5 min. A seguir era 
colocada na estu-fa, 60°C , durante 2 a 4 minutos. A -folha era 
então colocada sobre uma placa de Eucatex, como descrito para o 
gel seco, e exposta ao -filme de raio X. A exposição durava 6 a 12 
dias .

II1.3 MAPEAMENTO FOSFOPEPTIDICO DA p pH-47 COM PROTEASE V8

0 procedimento utilizado envolveu o mapeamento fos-fo- 
peptídico da ppH-47 com protease V8 , "in situ" (Cleveland et al, 
1977). Uma solução estoque de protease V8 de Staphylococcus 
aureus, proveniente da Sigma, -foi preparada (1 mg em 1 ml de 
tampão Tris-HCl 125 mM, pH 6 ,8 ) e armazenada no -freezer. A ppH-47 
-foi obtida do gel de poliacrilamida de eletro-forese bidimensional 
(de -fatias hipocampais) ou unidimensional (da -fração hipocampal 
Triton-insolúvel, vide item II.4).
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II.3.1 Obtenção da ppH-47 para mapeamento
Para aumentar a quantidade de amostras de ppH-47 para o 

mapeamento peptídico, uma pequena modificação na técnica de 
eletroforese bidimensional -foi feita. Foram transferidas 4 géis 
de IEF na segunda dimensão ao invés de 2, para um único gel de 
SDS-poliacrilamida. Os géis de IEF ao serem colocados sobre a 
placa de gel da segunda dimensão eram cuidadosamente cortados E 
cm abaixo da origem (extremidade ácida) e 6 cm abaixo da origem 
(extremidade básica). 0 pedaço central de gel, de 4 cm, era 
aplicado sobre a placa de gel e colados com agarose 1%. Desta 
forma era possível aplicar 4 géis "curtos" de IEF ao invés de 2. 
0 cálculo do comprimento de gel de IEF a ser aplicado teve por 
base a proporção entre o tamanho do gel e a posição do ppH-47 no 
filme auto-radiográfico obtido do gel seco.

III.3.2 Mapeamento fosfopeptídico
As áreas do gel correspondentes à ppH-47 eram recortadas. Os 

fragmentos de gel contendo a ppH-47 eram colocados em tampão 
Tris-HCl 125 mM, durante 5 min. Após a retirada do papel 
celofane, os fragmentos eram equilibrados em tampão Tris-HCl 125 
mM (pH 6,8 ), SDS 0,1% e EDTA 1 mM, durante 30 min, sob agitação 
suave.

0 gel de poliacrilamida para separação dos fosfopeptídios 
resultantes da proteólise tinha a seguinte composição: 
Acrilamida/bis-acrilamida (39/1), 15% ; Tampão Tris HC1 1,9 M (pH
8,7), 20%; SDS 0,1%; TEMED 50 jal% e persulfato de amónio 0,04%. 0
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gel de separação tinha i mm de espessura, 10 cm de largura e 14
cm de comprimento. 0 gel de entrada, onde ocorria a proteólise
enzimática, tinha 6 cm de comprimento e a seguinte composição: 
Acrilamida/bis-acrilamida (39/1), 4% ; tampão Tris-HCl 1,9 M (pH
8,7), 20% i SDS 0,1% ; EDTA, 100 mM ; TEMED 20 ul% e persulfato
de amónio 0,05%. 0s poços no gel de entrada -foram feitos com um
pente contendo 10 dentes, 12 x 12 m m .

0s -fragmentos de gel, após a equi 1 ibração, -foram trans­
feridos para os poços no gel de entrada, onde ficavam imersos em 
uma solução de tampão Tris-HCl 125 mM (pH 6 ,8) contendo glicerol 
20%. Sobre as fatias de gel eram aplicados 10 jul de tampão Tris- 
HCl 125 mM - glicerol 10% contendo uma quantidade de enzima
variável de 10 a 500 ng, diluida da solução estoque. Em poços
laterais eram aplicados os padrões de peso molecular.

Tampões Tris-glicina com SDS e Tris-HCl foram usados como 
tampões no cátodo e ânodo, respectivamente, conforme item
II.1.5.2. A corrida eletroforética era iniciada com 20 mA, 
fixando a voltagem máxima em 120 V. Quando a frente de corante
atingiu o final do gel de entrada corrida foi interrompida,
durante 30 minutos. A seguir a corrida foi continuada com uma
amperagem de 30 mA. Ao final da corrida o gel de separação era
corado com Coõmassie blue 0,15% (vide item II.5.1.1), seco e 
auto-radiografado.

II.4 ESTUDO DA SOLUBILIDADE DA p pH-47
II.4.1 Estabilização da ppH-47 durante a homogeneização de 
fatias hipocampais

36



Previamente ao estudo da solubilidade da ppH-47 -foi 
necessário determinar sua estabilidade durante o processo de 
homogeneização, especialmente com relação a possibilidade de 
proteólise e defosfor i lação. Basicamente 3 inibidores de 
proteases -foram usados: EDTA 10 mM, leupeptina i jjg/pl e PMSF i 
mM.

0 -fluoreto de sódio 100 mM -foi usado, juntamente com o EDTA, 
como inibidor de -fos-fatases (De Grann et al . , 1989; Jones et al . ,
1989). Fatias hipocampais eram incubadas com C32P3fosfato 
conforme item II.1.3. A interrupção era feita com a adição de 2,5 
ml de EDTA 10 mM. A seguir as fatias eram transferidas para um 
meio de homogeneização contendo 1 ml de: (A) NaCl 150 mM, Tris 10
mM e EDTA 10 mM ou (B) NaCl 50mM, NaF 100 mM, Tris 10 mM e EDTA 
10 mM (solução F). Imediatamente antes da homogeneização era 
adicionado 10 ul PMSF dissolvido em acetona (img/50 pl).

A homogeneização era feita manualmente em tubo de Eppendorf. 
0s homogenatos eram centrifugados a 40.000 x g, durante 20 min, 
em Sorvai 1 RC2-B. 0 "pellet", onde predominantemente era 
detectada a ppH-47 (vide item II.4.2), era lavado com de 1 ml de 
acetona e a seguir dissolvido em solução de lise e analisado por 
eletroforese bidimensional, conforme item II.1.5.

II.4.2 Ensaios de solubi1ização da ppH-47, analisados por 
eletroforese bidimensional

No estudo da solubilidade da ppH-47 a incubação das fatias 
hipocampais com C32P3fosfato (conforme item II.1.3) era 
interrompida com a solução F (NaF 100 mM, NaCl 50 mM, Tris 10 mM
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e EDTA 10 mM) e a homogeneização era feita em diversos meios 
(Scopes, 1987). PMSF 1 mM (concentração final) era adicionado 
imediatamente antes da homogeneização. Uma fatia marcada de 
hipocampo era homogeneizada em 1 ml de meio e a seguir 
centrifugada a 40.000 x g, durante 20 min, em Sorvai 1 RC2-B. Ao 
"pellet" e sobrenadante era adicionado TCA (concentração final de 
10%), que a seguir eram centrifugados. 0s precipitados 
resultantes eram lavados com 1 ml de etanol 80% e 1 ml de 
acetona. Depois eram dissolvidos em solução de lise (75 jil) e 
analisados por eletroforese bidimensional, conforme itens II. 1.4 
e II.1.5.

11.4.2.1 Efeito da variação da força iônica
A homogeneização foi feita usando meios de força iônica 

variável: 1- Meio com baixa força iônica ( EDTA 10 mM); 2, Meio
isoiônico (NaF 100 mM, NaCl 50 mM e EDTA 10 mM); 3- Meios com 
alta força iônica 0,5, 1,5 e 3,0, contendo NaF 100 mM , EDTA 10 
mM e NaCl 0,4 M, 1 , 4  M e  2,9 M, respectivamente.

11.4.2.2 Extração alcalina
A fatia marcada era homogeneizada 1 ml de meio isoiônico 

(solução F), onde a seguir era adicionado 50 u 1 de NaOH 1M, 
elevando o pH do homogeneizado para aproximadamente 11,5. 0
homogeneizado era centrifugado e as frações obtidas eram 
analisadas por eletroforese bidimensional.
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11.4.2.3 Solubi1ização com detergentes
Fatias hipocampais eram homogeneizadas na solução F e ao 

homogeneizado eram adicionados diferentes detergentes, iônicos e 
não-iônicõs, em diferentes concentrações (Hjelmeland e Chrambach, 
1984; Neugebauer, 1990). Foram usados os seguintes detergentes: 
Triton X-100, digitonina, colato de sódio, deoxicolato de sódio, 
CHAPS e SDS. Esses detergentes eram provenientes da Sigma , 
exceto o Triton X-100 obtido da Rohm-Haas. üs detergentes foram 
preparados em solução F numa concentração de 10% e adicionados ao 
homogeneizado em quantidades suficientes para dar a concentração 
final desejada. Apenas a solução estoque de digitonina era de 4%.

No homogeneizado com solução F era adicionado Triton X-100 
(concentração final variável de 0,02 a 1 % ) , deoxicolato de
sódio ( 0,5 e 1%) ou SDS (0,02 a 0,2%). Após adição do detergente 
o homogenato era agitado em vortex era a cada 5 min, durante 15 
minutos. Depois era centrifugado a 40.000 x g, durante 20 minutos 
e as frações resultantes eram analisadas por eletroforese 
bidimensional.

11.4.3 Extração da ppH-47 a partir do "pellet" Triton-insolúvel, 
analisado em eletroforese unidimensional

A primeira extração com detergentes evidenciou uma fração 
Triton-insolúvel, enriquecida em ppH-47. Essa fração foi 
submetida a eletroforese unidimensional, mostrando uma banda bem 
definida correspondente à ppH-47 (vide item II.5.2). Uma segunda 
tentativa de solubi1ização do ppH-47 foi feita a partir do 
"pellet" Triton-insolúvel usando detergentes e uréia. 0s
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resultados -foram analisados em SDS-PAGE e avaliados por densi- 
tometria dos -filmes auto-rad iográ-f icos .

Fatias hipocampais marcadas eram homogeneizadas em solução 
F/Triton X-100 1% e centr i-fugadas, con-forme o item anterior. 0 
"pellet" Triton-insolúvel era ressupenso em: a) 1 ml de solução 
F, onde a seguir era adicionado o detergente - Triton X-100 1%,
colato de sódio EO mM, deoxicolato de sódio 1%, CHAPS 10 mM ou 
digitonina 1%, b) 1 ml de solução F contendo uréia (i a 8 M) .

Foram -feitas tentativas de aumentar a eficiência da 
solubilização da ppH-47 com colato de sódio - alcalinizando o 
meio (com a adição de NaOH 1(1 até o pH atingir 11,5) ou aumentado 
a -força iônica do meio (0,5 a 1,5 , com a adição de NaCl) . Em 
alguns experimentos houve a adição de glicerol ao meio 
(concentração -final de E0%) também na tentativa de melhorar a 
e-ficiência da solubi 1 ização (Hampson et al . , 1987).

Após a homogeneização do "pellet" Triton-insolúvel no 
segundo meio de extração era -feita a recentri-fugação. As -frações 
resultantes eram tratadas com TCA, etanol 80% e acetona, con-forme 
o item II.4.E. Depois eram solubi1izadas com E5 ul de “stopping 
solution" (Tris E86 mM, glicina E66 mM, SDS 5,7%, sacarose £8,5% 
e azul de bromo-fenol 0,03%). A amostra em "stopping solution" era 
aquecida a 90°C, durante 3 minutos.

A análise eletroforética unidimensional em SDS-poli- 
acrilamida -foi feita conforme item II.1.5.E, exceto pelo fato de 
haver poços no gel de entrada, destinados à aplicação da amostra 
em "stopping solution". As bandas auto-radiográficas da ppH-47

40



■foram quanti-fiçadas num densitômetro GS 300, da Hoe-fer Scienti-fic
Instruments.

II.5 IDENTIFICAÇfiO E ESTUDO DA MOBILIDADE ELETROFORETICA DA ppH- 
47 NA FRAÇfíO TRITON-INSOLÚVEL
11.5.1 Coloração da p pH-47

Fatias de hipocampo marcadas eram homogeneizadas em solução
F e Triton X-100 1%. 0 "pellet“ Triton-insolúvel era analisado
por eletro-forese uni ou bidimensional e o gel resultante era 
corado com Coomassie blue ou Prata (Wilson, 1979; Merril et al., 
1981; De Moreno et al., 1985; Gar-fin, 1990).

11.5.1.1 Coloração com Comassie blue
A solução de Commassie blue era -feita da seguinte maneira:

0,15 g de Comassie blue (R-250, Sigma) era dissolvido em 50 ml de
metanol. A seguir eram adicionados 10 ml de ácido acético e 40 ml 
de água destilada (Smith, 1984). Grumos de corante podiam ser 
removidos por -filtração. 0 volume de corante usado era de 100 ml 
por gel e o tempo de coloração variou de 3 a 15 h, sempre com 
agitação suave na primeira hora. 0 corante era reutilizado 
somente uma vez.

A descoloração era -feita em solução de metanol 50% - ácido
acético 10%. Eram -feitam 2 a 4 lavagens com 100 ml de solução 
descorante, sob agitação, com duração aproximada de 30 minutos em 
cada uma. A descoloração ainda prosseguia em solução de secagem, 
por 1 ou 2 horas (vide item II.1.6). A correspondência entre a
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mancha corada no gel e a mancha auto-radiográfica do ppH-47 no 
•filme era con-firmada com auxílio de furos-referenc iais -feitos no 
•filme e no gel durante a exposição.

II.5.1 . 2  Coloração com prata
A coloração de proteínas com prata no gel de poliacrilamida 

■foi -feita baseada no método descrito por Merril e colaboradores 
(Merril et al . , 1981; Heydorn et al., 1983), exceto pela
quantidade de prata utilizada.

0 procedimento era o seguinte: 1 . Após a eletro-forese o gel 
era fixado em 100 ml de metanol 50% - ácido acético 10% ,
"overnight". No dia seguinte o gel era equilibrado em 100 ml de
metanol 10% - ácido acético 5%, por duas vezes, durante 15
minutos cada; 2. A seguir ao gel era adicionado 100 ml de 
dicromato de potássio 0,1% (em ácido nítrico, 0,02%). Esta etapa 
durava 5 a 10 minutos; 3. 0 gel era lavado com água deionizada 
até o gel clarear, isto é, perder a cor amarela. Eram feitas 2 a 
3 lavagens, com 100 ml de água, durante 5 minutos cada; 4. Era 
adicionado 100 ml de nitrato de prata 0 ,1 %. 0 gel era agitado
suavemente durante 25 minutos; 5. Após a incubação com prata e
gel era lavado brevemente com água deionizada; 6 . A seguir era 
lavado brevemente (aproximadamente 1 minuto), com 50 ml de 
revelador (carbonato de sódio 3% contendo formaldeído 37%, 0,1 ml 
em 200 ml, adicionado imediatamente antes do uso), para retirar o 
excesso de prata; 7. Depois era adicionado 100 ml de revelador, 
sob suave agitação, até atingir a coloração desejada (3 a 8
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minutos); B. A reação era interrompida com a adição de 150 ml de 
solução metanol 10% - ácido acético 5% e agitação suave durante 5 
minutos; 9. 0 gel era colocado em solução de secagem (metanol 50% 
- glicerol 1%), durante 3 a 15 horas. A secagem era -feita sem 
aquecimento de lâmpadas in-fra-vermelha.

Muitas vezes um gel já seco e auto-radiogra-fado era 
submetido a coloração com prata. Nestes casos, o gel era colocado 
em solução de metanol 10% - ácido acético 5% contendo 0,1% de 
SDS. Depois de 30 a 60 minutos o celo-fane era retirado, com 
auxílio de pinças. Depois o gel era lavado duas vezes com esta 
solução sem SDS, como na etapa 1, acima descrita. A partir daí as 
etapas eram as mesmas.

II.5.2 Identi-f icação da ppH-47 na -fração Tr iton-insolúvel 
analisada por eletro-forese unidimensional

A ppH-47 -foi identi-ficada na -fração hipocampal Triton- 
insolúvel, analisada por eletro-forese unidimensional, com base:
I. Na mobilidade eletro-forét ica em SDS-PAGE, S. Na distribuição 
regional cerebral (Rodnight e Leal, 1990) e 3. No mapeamento 
■fos-fopept í dico.

II.5.2.1 Comparação da mobilidade eletro-forét ica
A fração Triton-insolúvel de fatias hipocampis marcadas era 

obtida e submetida a eletroforese bidimensional, conforme item 
II.1.5. A área do gel correspondente a posição auto-radiográfica 
da ppH-47 era recortada e equilibrada em tampão Tris-HCl, durante 
5 min. Após a retirada do papel celofane, o fragmento do gel era
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colocado num poço de um gel SDS-poliacrilamida 8% onde permanecia 
por 30 minutos, embebido em "stopping solution". Lateralmente era 
aplicado uma amostra Triton-insolúvel preparada em "stopping 
solution". A SDS-PAGE era executada con-forme o item II. 1.5.2. A 
mobilidade das mancha correspondente à ppH-47 era avaliada auto­
rad iograf icamente.

11.5.2.2 Distribuição regional cerebral do ppH-47
Quatro regiões cerebrais -foram escolhidas: duas onde a ppH- 

47 está altamente -fos-for i lada - hipocampo e bulbo olfatório; e 
duas onde a fosforilação é baixa - córtex cerebral e caudato. 
Fatias cerebrais de 0,4 mm de espessura -foram obtidas no McIlMain 
"chopper", con-forme item II. 1 .2 , e delas eram preparadas micro- 
-fatias, com diâmetro de 1,5 mm, com auxílio de "punches" 
(Rodnight et al, 1988). Duas micro-fatias marcadas, de cada
região, eram usadas no preparo da -fração Triton-insolúvel, 
con-forme item II.4.2. As frações obtidas eram analisadas em SDS- 
PAGE.

11.5.2.3 Mapeamento fosfopeptídico
A identificação da ppH-47 na fração Triton-insolúvel 

envolveu a comparação dos C32P3fosfopeptídios obtidos, da 
proteólise com a protease V8 , entre a ppH-47 recortada do gel 
resultante da eletroforese bidimensional e a suposta banda 
correspondente à ppH-47 recortada do gel da eletroforese 
unidimensional (vide item II.3.2 ).
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Foram preparados géis de poliacrilamida contínuos de 6, 8 ,
10 e 1 2 %, com os mesmos reagentes citados no item II.1.5 .2 ,
variando as quantidades de solução de acrilamida e água 
destilada. A -fração Triton-insolúvel hipocampal -foi analisada em 
em SDS-PAGE. 0 peso molecular aparente da ppH-47 -foi determinado 
em -função da mobilidade eletro-forética (R-f). Padrões de peso 
molecular de 45 KDa (ovoalbumina) e 66 KDa (albumina bovina), da 
Sigma, -foram usados para avaliar a regularidade da mobilidade do 
PpH'*47, de acordo com o Ferguson "plot" (Neville, 1971; Gower e 
Rodnight, 1982).

II.6 IDENTIFICAÇÃO DE UMA SUPOSTA ppH-47 EM OUTRAS ESPÉCIES DE 
MAMÍFEROS (BOI, COELHO, COBAIA E CAMUNDONGO).

Esta etapa experimental -foi feita na tentativa de estudar a 
distribição da ppH-47 em outras espécies de mamíferos (boi, 
coelho, cobaia e camundongo), bem como avaliar uma outra possível 
fonte de p pH-47 que possibilitasse sua caracterização/ 
purificação. A suposta identificação da ppH-47 em outras espécies 
foi feita com base nas características bioquímicas da ppH-47, até
então conhecidas , tais como: 1- Fosforilação Ca2+ dependente em
micro-fatias cerebrais de rato (Wofchuk e Rodnight, 1990); 2-
Distribuição regional cerebral (Rodnight e Leal, 1990); e 3-
Triton-insolubi1 idade (item II.4.2).

II. 5.3 Estudo da mobilidade eletro-forét ica da ppH-47 em SDS-PAGE
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Os cérebros de boi foram obtidos no Frigorífico Lider, 
imediatamente após o abate e transportados em gelo até o 
laboratório. 0 intervalo entre a morte do animal e o transporte 
variou de 60 a 90 minutos. Coelhos, cobaias e camundongos, 
procedentes do Biotério do Instituto de Biociências - UFRGS, 
foram mortos por decapitação e do cérebro removido, incluindo o 
do boi, foram preparadas fatias cerebrais inteiras (no camundongo 
e cobaia) ou fatias de regiões dissecadas (no coelho e boi), em 
um Mcllwain chopper (conforme item II.1.2). Destas fatias foram 
preparadas micro-fatias, com 1,5 mm de diâmetro, conforme item
II.5.2.2.

11.6 .2 Estudo da distribuição regional
De acordo com a distribuição regional cerebral de ppH-47 em 

rato (Rodnight e Leal, 1990) foram escolhidas as seguintes 
regiões : 1. Hipocampo e/ou globus pallidus, onde a taxa de
fosforilação é alta no rato, e 2. Córtex cerebral e/ou caudato, 
onde essa taxa é baixa. Duas microfatias, de cada região, eram 
marcadas e analisadas por eletroforese bidimensional, conforme 
item 1 1 .1 .

11.6 .3 Fosforilação Ca2+ dependente
0 efeito do Ca2+ sobre a fosforilação da suposta ppH-47, foi 

estudado de acordo com Wofchuk e Rodnight (1990), usando dois 
meios de incubação (e pré-incubação): 1- Com cálcio (CaClg, lmM); 
2- Sem cálcio (com a adição de ESTA, lmM). Duas microfatias de

11. 6.1 Obtenção das micro--fat ias cerebrais
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hipocampo e/ou globus pallidus eram incubadas com C32P3fosfato 
nesses meios e analisadas por eletroforese bidimensional.

11.6 .4 Insolubilidade da suposta ppH-47
A -fração Tr iton-insolúvel de 2 a 3 micro--fat ias de 

hipocampo, das diversas espécies, era preparada e analisada por 
eletro-forese bidimensional, con-forme item II. 4.2. Com micro-
fatias bovinas também -foi -feita a extração alcalina, como
descrito no item II.4.2.

11.6 .5 Co-migração das amostras de boi e rato
A mobilidade da suposta ppH-47 em boi -foi comparada à 

mobilidade da ppH-47 do rato, num experimento de co-migração. As 
amostras de boi e rato, em solução de lise A/B, eram misturadas : 
75 jjl da amostra bovina mais 25 *il da amostra de rato. Essa 
proporção -foi decidida em função da atividade aproximada de C32P3 
nas amostras. A mistura foi analisada comparativamente à amostra 
de boi e rato, por eletroforese bidimensional.

II.7. "ELECTROBLOTTING" DAS C32P 3F0SF0PR0TEINAS PARA 
NITROCELÜLOSE - PADRONIZAÇfíO DO MÉTODO
II.7.1 Material

A eletrotransferência foi feita usando um "semidry
electroblotter", da Bio-Rad. A nitrocelulose 0,45 um também foi 
proveniente da Bio-Rad. Tris, glicina e SDS usado na preparação 
dos tampões, bem como o amido black usado na detecção protéica na
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nitrocelulose, -foram procedentes da Sigma. Membranas de nylon 
usadas em alguns experimentos -foram provenientes da Schleicher & 
Schuel1.

II.7.2. Técnica de "electroblotting"
Após a SDS-PAGE, da amostra hipocampal Triton-insolúvel, a

Eárea de interesse no gel (variando de 48 a 60 cm ) era recortada 
e equilibrada em tampão de trans-f erênc ia. A seguir era montado o 
sanduiche papel-nitrocelulose-gel-papel . A dimensão das -folhas de 
papel e da nitrocelulose acompanhava a dimensão do gel a ser 
"blotado" . Eram colocados 3 ou 4 -folhas de papel de -filtro 
Whatman n°3, préviamente embebidas em tampão, sobre o ânodo e 
sobre eles a nitrocelulose, também préviamente embebida em 
tampão. Bolhas entre as folhas eram evitadas fazendo o rolamento 
de um tubo de ensaio molhado com tampão. Sobre a nitrocelulose 
era colocado o gel equilibrado e sobre ele mais 3 ou 4 folhas de 
papel Whatman. 0 cátodo era então colocado e mantido pressionando 
o sanduiche. Em alguns experimentos foi usada uma membrana de 
nylon sobre a nitrocelulose, para avaliar a possibilidade das 
proteínas estarem atravessando a nitrocelulose. A eficiência da 
transferência foi avaliada por auto-radiografia da nitrocelulose 
e do gel "blotado", bem como pela coloração do gel (com Comassie 
blue, vide item II.5.1) e da nitrocelulose (com Amido black 0,5% 
em metanol 40%/ácido acético 10%).

II.7.3 Variáveis estudadas
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Os parâmetros experimentados na padronização da eletro- 
transferência -foram: a composição do tampão, a densidade da

gcorrente (0,5 a 5,0 mA/cm ) e o tempo de trans-ferência. Dois 
tampões de eletrotrans-ferência (e equi 1 ibração) -foram testados - 
o tampão Tris £5 mM/Glicina 19£ mM/Metanol £0%, usado por Towbin 
e colaboradores (1979) e o tampão Tris 48 mM/Glicina 39 
mM/Metanol £0%, com e sem SDS mM (1,3 mM), usado por Bjerrum e 
Scha-fe»— Nielsen (Heegaard e Bjerrum, 1988) .

II.7.4 "Blotting" do gel -fixado
Durante a padronização do processo de eletrotrans-ferência

•foi experimentada a possibilidade de transferir amostra em um gel
-fixado com metanol-ácido acético. 0 gel -fixado era colocado em
equi1ibração no tampão de Bjerrum com SDS, durante 45-60 minutos,
sob agitação suave. 0 gel -fixado e seco também -foi equilibrado
desta maneira, podendo o papel celofane ser retirado em 10-15
minutos. Após essa equi1ibração o gel era lavado brevemente
(cerca de £ minutos) em tampão Tris 48 mM/Glicina 39 mM com SDS
0,0454 e eletrotransferido, conforme o item II.7.£, usando o

2tampão de Bjerrum sem SDS e uma densidade de corrente de 1,£ cm , 
durante 60 minutos.

II . 8 IMUN0CARACTERIZAÇA0 DA ppH-47 COM ANTI-GFAP
A similaridade em muitas caracteristicas da ppH-47 com a 

GFAP ("glial fibrillary acidic protein") apontou a necessidade de 
sua caracterização imunoquímica com o soro anti-GFAP.
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11.8.1 Material e métodos
A detecção imunológica com anti-GFAP -foi -feita usando o 

método da peroxidase-estreptavidina-biotina e diaminobenzidina 
como reagente de cor (Ogata, 1988).0 soro policlonal anti-GFAP de 
coelho era proveniente da Sigma, enquanto o anti-imunoglobulina 
de coelho-biotinilado, de burro (anticorpo ARB) e a 
streptavidina-biotinilada peroxidase (S-peroxidade) eram 
provenientes da Amersham. 0 Tween-20, o peróxido de hidrogênio e 
a diaminobenzidina também eram provenientes da Sigma. 0 leite em 
pó desnatado Molico -foi usado no preparo da solução bloqueadora. 
0 material usado no "blotting" -foi citado anteriormente (II.7.1).

11.8 .2 Eletrotrans-ferência da amostra
A amostra protéica marcada, separada em SDS-PAGE (uni ou 

bidimensional) -foi "blotada" para nitrocelulose de acordo com o 
procedimento padronizado anteriormente (item II.7). A SDS-PAGE 
foi feita em gel contínuo de poliacrilamida 8% ou usando gel 
gradiente 7-12% (Walker, 1984). Areas de interesse no gel de SDS- 
poliacrilamida (comumente com dimensão 6 x 8 cm) após a corrida 
eletroforética eram equilibradas brevemente com tampão de 
Bjerrum, sem SDS (30-45 segundos) e a seguir colocadas sobre a 
nitrocelulose, conforme descrito no item II.7.2. A transferência 
era feita em corrente de 57 mA, voltagem máxima de 15 Volts e 
duração de 60 minutos. Após a transferência a membrana de 
nitrocelulose era lavada com metanol 40% - ácido acético 10% e 
depois com água destilada. Era então seca e exposta ao filme de
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raio-X

0 procedimento básico de detecção imunológica da GFAP 
consistia das seguintes etapas:

1 - A nitrocelulose era embebida e lavada com 20 ml de
TBS (Tris-HCl, 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5), durante 10 minutos.

2 - A seguir a nitrocelulose era incubada com 20 ml de
M-TBS (Leite Molico 5% em TBS), durante 2 a 3 horas, sob agitação 
suave. Esta -fase de "blocking" era feita durante a noite, nos 
primeiros experimentos. Em muitos experimentos foi adicionado 20 
mM de NaF ao M-TBS.

3 - Após o "blocking" a nitrocelulose era lavada com 10 

ml de T-TBS (Tween-20 0,05% em TBS), durante 2 vezes, com duração 
aproximada de 5 minutos cada.

4- A nitrocelulose era então incubada em M-TBS com o
soro anti-GFAP, sob agitação suave, durante 1 ou 2 horas. 0 anti­
corpo era diluido 1:500 em M-TBS, isto é, 15 jjI de anti-soro em
7,5 ml de M-TBS. 0 volume de 7,5 ml foi estabelecido como 
suficiente para embeber a folha de nitrocelulose 6 x 8 cm. A 
diluição foi estabelecida por "Dot-immunobinding" (Gordon e 
Billing, 1988), usando a fração hipocampal Triton-insolúvel como 
amostra.

5 - A nitrocelulose era lavada com 10 ml de T-TBS,
durante 3 vezes, com duração aproximada de 5 minutos cada.

II.8.3 Técnica de imunodetecção da GFAP
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6 - A seguir era -feita a incubação com anticorpo ARB,
durante i hora, sob agitação suave. 0 anticorpo era diluido 1:300
em M-TBS (25 pl em 7,5 ml de M-TBS).

7 - A nitrocelulose era novamente lavada como descrito 
na etapa 5.

8 - Então era a seguir incubada com S-peroxidase (25 jjI 
em 7,5 ml de M-TBS), durante 1 hora, sob agitação suave.

9 - A final da incubação a nitrocelulose era lavada como 
na etapa 5.

10 - Depois foi lavada com 20 ml de TBS, durante 5-10
minutos, enquanto era preparado o reagente de cor. 0 reagente de 
cor (DAB)«preparado imediatamente antes do uso, tinha a seguinte 
composição: 2 mg de diaminobenzidina, 12 ml de TBS, 40 jjl de
cloreto de cobalto 1% e 60 pl de peróxido de hidrogênio 30%.

11 - Era adicionado o DAB e a reação de cor processava- 
se entre 1 e 3 minutos, quando era interrompida pela adição de 15 
ml de água destilada. A nitrocelulose era lavada em água 
destilada, duas ou três vezes.

12 - A nitrocelulose revelada e seca era comparada ao
filme auto-radiográfico obtido previamente (item II.8 .2). Nos 
primeiros experimentos também era feita a auto-radiografia após a 
detecção imunológica.

II.8 .4 Imunoidentificação da GFAP
A imunoidentificação da GFAP na fração Triton-insolúvel de

micro-fatias cerebrais marcadas envolveu: 1 . 0 estudo da
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distribuição regional; 2. A proteólise Ca2+ dependente, incubando 
micro-fatias de hipocampo e corda espinhal, em meio com e sem 
Ca2+, con-forme o item II. 6 .3.

II.9 IMUNOCARACTERIZ AÇSO DA p pH-47 COM ANTI-ppH-47
Paralelamente à imunocaracterização do ppH-47 com anti-BFAP, 

■foi -feita a caracterização com um anticorpo produzido contra a 
ppH-47, obtida da -fração Triton-insolúvel hipocampal analisada em 
SDS-PAGE. A -fase de produção do anticorpo -foi -feita no 
laboratório do Dr. Roy Larson, no Departamento de Bioquímica da 
USP, em Ribeirão Preto.

11.9.1 Produção do anticorpo contra ppH-47
11.9.1.1 Preparo da amostra

A amostra hipocampal Tr iton-insolúvel -foi obtida da seguinte 
maneira: Hipocampos de 30 ratos (aproximadamente 3 g de tecido)
■foram homogeneizados em 30 ml de uma solução contendo Tris 25 mM, 
EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, PMSF 0,3 mM e 2-mercaptoetanol 0,02%. A 
seguir -foi adicionado Triton X-100, numa concentração -final 
aproximada de 1,0%. 0 homogenato -foi agitado durante 15 minutos, 
em câmara -fria e então centrifugado em Sorvai 1, 15.000 x g,
durante 10 min. 0 "pellet" foi ressuspenso na solução 
homogeneizadora e novamente foi adicionado Triton X—100 e 
recentrifugado. 0 "pellet" resultante foi ressuspenso mais uma 
vez com a solução homogeneizadora e recentrifugado. 0 "pellet" 
final, bastante viscoso, foi dissolvido em 3 ml SDS 5% contendo
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mercaptoetanol 5%, com auxilio de uma seringa. A seguir -foi 
adicionado 1,5 ml de "stopping solution" (SDS 6%, EDTA 6 mM, Tris 
187 mM, Glicerol 27,6% e azul de bromo-fenol) e aquecido a 90°C, 
durante 5 minutos.

II. 9.1.2 Identificação e excisão da banda correspondente à ppH- 
47 em gel de SDS-poliacrilamida

Inicialmente para confirmar a mobilidade do ppH-47 foi feito 
uma eletroforese em mini-gel de SDS-poliacrilamida 8% e o gel foi 
corado com prata. 0 gel de separação tinha a seguinte composição: 
acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 8% ; Tris 375 mM ; EDTA 2 mM ; 
TEMED 0,125 % e persulfato de amónio, 0,125%. 0 SDS 0,1% estava 
presente somente no gel de entrada.

Depois foram feitos 8 géis preparativos 8%, com 2 mm de 
espessura. Em cada um foi aplicado 450 m1 de amostra. A corrida 
era feita a 50-70 mA/placa e a voltagem atingia 250 Volts 
aproximadamente ao final da corrida. 0 tampão (superior e 
inferior) era Tris 25 mM / Glicina 192 mM, contendo EDTA 1,95 mM 
e SDS 0,075%. Ao tampão superior era adicionado tioglicolato de 
sódio (0,1 M aproximadamente).

0 gel após a corrida era transferido a um recipiente, de 
vidro, iluminado adequadamente por baixo, onde era adicionado 
cerca de 150 ml de KC1 0,3 M. As bandas protéicas visualisadas 
pela precipitação com KC 1 , começavam a parecer logo e a banda 
supostamente correspondente ao ppH-47 era recortada (entre 3 e 5 
minutos após a adição do KC1). Após 5 minutos era difícil definí- 
la e a apartir dos 8 minutos era impossível distinguir qualquer
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banda. As bandas recortadas, com espessura de £ a 3 mm, eram 
lavadas com água destilada e guardadas no freezer . A posição da 
banda recortada -Foi confirmada pela coloração com prata ou 
Comassie Blue das laterais do gel preparativo.

II.9.1.3 Produção e obtenção do antisoro contra a ppH-47
Esta etapa foi realizada exclusivamente, pelo Dr. Larson e 

seus colaboradores. A amostra proteína era eletroeluida do gel e 
eletrodialisada, por um processo similar ao descrito por 
Hunkapiller e colaboradores (1983). A proteína eluida foi usada 
para indução de anticorpos, por inoculação em coelho. 0 

"immunoblotting" com o soro obtido (1:500) foi feito usando 
amostras Triton-insolúveis de hipocampo e córtex cerebral, 
analisadas em gel gradiente de SDS-poliacrilamida 7-i£%. 0 soro 
apresentou imunoreatividade à uma banda denominada HE-5E ("anti­
hippocampus enriched, 5E KDa protein").

II.9.E Imunoidentificação da ppH-47 com o soro anti-HE
A identificação da ppH-47 com o soro anti-HE foi feita

usando fatias hipocampais marcadas e a fração Triton-insolúvel de
diversas regiões cerebrais.

11.10 ELETRANSFÉRENCIA DE C3EP1F0SF0PR0TE1NAS FIXADAS DO GEL DE 
POLIACRILAMIDA PARA DISCOS DE NITR0CELUL0SE

Uma das intenções deste trabalho, como já foi dito, era
elaborar um protocolo de purificação da ppH-47. A eluição
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protéica do gel de poliacrilamida tem permitido a obtenção de 
quantidades protéicas, com grau de purificação bastante 
satisfatório para produção de anticorpos e sequenciamento 
(Harrington, 1990; Dunbar et al . , 1990). Assim, alguns métodos de 
eluição protéica do gel foram estudados com a finalidade avaliar 
um método eficiente para eluição da ppH-47.

0 estudo dos métodos existentes, especialmente no processo 
de eletroeluição descrito por Otto e Snejdarkova (1981) e na 
eletrotranferência para matrizes imobilizadas (Svoboda et al., 
1985; Beisiegel, 1986), possibilitou o desenvolvimento de um 
método variante do "electroblotting", experimentado com a ppH-47 
e outras fosfoproteínas (MARCKS e sinapsina I).

II.10.1 Padronização da medida da radiação Cerenkov - usada para 
avaliar o rendimento da eluição.

32A medida da radiação Cerenkov do P foi feita usando 
"vials" pequenos de polietileno (3 ml) em "carriers" de vidro, 
como recomendado por Kellogg (1983). As leituras foram feitas num 
RackBeta, modelo 1209, da Pharmacia-LKB.

Usando C32P3fosfato de sódio foi elaborada uma curva padrão 
de atividade: 99.000, 198.000, 396.000 e 792.000dpm, considerando 
a atividade (em jjC í ) da solução-mãe procedente da CNEN. A 
diluição era feita de forma que 10 jjI correspondesse a 99.000 dpm 
no dia da leitura. Ao volume da solução de C32PDfosfato de sódio 
nos "vials" (variável de 10 a 80 yl) era adicionado: (a) 3 ml de
água destilada, para medir a radiação Cerenkov ou (b) 3 ml de 
liquido de cintilação Aquasol-2, procedente da New England
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Nuclear. 0 rendimento da radiação Cerenkov -foi de 45-50%.
A leitura da radiação Cerenkov em -fragmentos de gel (ou 

outros meios provenientes do processo de eletrotrans-ferênc ia) , 
era -feita em £0 minutos/amostra, para reduzir a margem de erro 
devido às baixas contagens, que variavam de 20 a 2000 cpm. Não 
havia di-ferença signi-f icat i va entre os "bac kgrounds" desses 
diferentes meios.

II.10.2 Procedimento proposto de eletrotransferência - material e 
metodolog ia

0 reagentes usados : Tris, glicina, SDS, acrilamida, bis- 
acrilamida, agarose, TEMED e persulfato, bem como a membrana de 
diálise 250-9U, foram provenientes da Sigma. 0 metanol usado foi 
da Merck e o glicerol da Reagen. A membrana de nitrocelulose foi 
procedente da BioRad e a de nylon da Schleicher & Schuell. 
Fragmentos de gel contendo a ppH-47, medindo aproximadamente 2 x 
3 mm, eram excisados do gel de SDS-poliacrilamida fixado e seco. 
Esses fragmentos (3 a 5) eram colocados em SDS 0,2%, durante 5 
minutos, quando então era retirado o papel celofane do gel. A 
seguir eram equilibrados num tampão Tris 25 mM - Glicina 192 mM 
(tampão TG), contendo SDS 0,2% , mercaptoetanol 1% e glicerol
40%, durante 45 minutos, sob agitação suave. 0 volume deste meio

2era de aproximadamente 0,1 ml por mm de gel seco. Um estudo do 
efeito da concentração de SDS neste meio de equilibração foi 
realizado para avaliar a eficiência sobre a eletrotransferência.

A coluna para eletrotransferência (vide a figura 1) 
consistia de um tubo de vidro, com diâmetro de 5 mm e comprimento
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de 12 cm, com os 2/3 inferiores preenchidos com gel de 
poliacrilamida 5%, sem SDS (gel de suporte). As peças de gel
equilibradas eram colocadas sobre o gel de suporte da coluna de 
eletrotransferência e fixadas a ele com agarose 1,5%,
aproximadamente 0,1 ml, preparada em tampão TG. Sobre os 
fragmentos de gel era colocado 0,1 ml de tampão TG contendo
glicerol 40%. A parte superior da coluna era preenchida com
tampão TG/metanol 20% (aproximadamente 0,6 ml), fazendo um
gradiente descontínuo de densidade. A abertura superior da coluna 
era coberta com um disco de nitrocelulose de 6 mm de diâmetro, 
préviamente embebido em tampão TG/ metanol 20%. Este disco era 
fixada à coluna por uma membrana de diálise e um anel de
borracha. 0 estudo da eletrotransferência para membranas de nylon 
foi feito, para avaliar a interferência do SDS. A coluna montada 
era colocada numa cuba para eletrotransferência, desenhada 
especialmente para este fim.

Esta cuba, de acrílico, mede 12 x 12 cm de base e 16 cm de
altura (vide a figura 2). Dois eletrodos horizontais (fios de
platina) ficam dispostos simetricamente, um sobre (ânodo) e outro 
sob (cátodo) a coluna de eletrotransferência. Tampão TG/metanol 
20% é usado no compartimento superior (anódico) e tampão TG é 
usado no compartimento inferior (catódico).

A eletrotransferência foi executada a corrente constante de 
5 mA e a voltagem máxima estabelecida foi de 250 V. Duas outras 
fosfoproteínas - MARCKS e sinapsina I, também foram usadas para 
avaliar o processo proposto de eletrotransferência.
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Figura i. Coluna de 
eletrotransferência de 
fosfoproteínas de fragmentos de gel 
de poliacrilamida para disco de 
nitrocelulose. A, gel suporte de 
acrilamida; B, fragmentos de gel 
fixados em agarose; C, tampão Tris- 
Glicina com glicerol 40%; D, tampão 
Tris-Glicina com metanol 20%; E, 
membrana de nitrocelulose; F, 
membrana de diálise; G, ânodo.

Figura 2. Cuba para 
eletrotransferência de 
fosfoproteínas de fragmentos 
de gel de poliacrilamida para 
disco de nitrocelulose. A, 
tampa da cuba; B, ânodo; C, 
compartimento superior;. D, 
coluna de eletrotransferência 
(os detalhes são mostrados na 
figura 1); E, compartimento 
inferior; F, cátodo.
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III RESULTADOS

111.1 IDENTIFICAÇÃO E COMPORTAMENTO MIGRATORIO DA ppH-47 EM GEL 
DE SDS-POLIACRILAMIDA

A ppH-47 -foi identificada originalmente em microfatias 
cerebrais analisadas por eletroforese bidimensional <Rodnight et 
al . , 1988). 0 primeiro passo na caracterização desta fosfo-
proteína envolveu sua identificação auto-radiográfica e por 
coloração com prata ou Coomassie em gel de SDS-poliacrilamida, 
bem como um estudo da mobilidade nesse meio.

111.1.1 Identificação da ppH-47 em eletroforese bidimensional
Fatias hipocampais incubadas com C32]fosfato foram ana­

lisadas por eletroforese bidimensional, conforme descrito no item
II.l. Na figura 3, em A é mostrado um diagrama com as principais 
C32P3fosfoproteínas identificadas e em B, a auto-radiografia 
correspondente. 0 sentido da primeira corrida (isoeletro- 
focalização não-equi1 i1 ibrada) é apontado pela seta horizontal na 
figura IA e a segunda corrida (SDS-PAGE) é apontado pela seta 
vert ical.

A classificação numérica adotada está de acordo com 
trabalhos anteriores de Rodnight et al . <1986) e Salbego (1990).
A fosfoproteína 1 corresponde à Sinapsina I e a fosfoproteína 2 à 
MARCHS. A sinapsina I e a MARCKS estão situadas na faixa dos 80 
KDa em SDS-PAGE e servem como referenciais do lado básico e ácido
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da primeira corrida, respectivamente, apontando o sentido da 
eletrofocalização do ânodo para o cátodo. A fosfoproteína 4 
corresponde à B-50/GAP 43/F1 e o complexo -fos-fopeptidico de 40 
KDa está representado pelo número 6. A fos-f oproteí na 12 
corresponde a p pC-50, uma proteína com peso molecular aparente de 
50 KDa e bastante fosforilada em caudato posterior (Rodnight e 
Leal, 1990). A ppH-47 está representada pelo número 11 e estará 
indicada por uma seta nas demais figuras. 0 volume de amostra 
aplicado na primeira dimens3o variou de 15 a 50 jil , sem ter 
havido mudanças significativas na resolução eletroforética das
ínçínnrntpfnjc. anal icârtae

Figura 3. Eletroforese bidimensional de fatia hipocampal de rato 
marcada com C32P1fosfato. A, diagrama da distribuição das 
principais fosfoprotelnas identificadas: 1, Sinapsina I; 2, 
MARCKSj 4, B-50/6AP 43/ Fii 6, Complexo fosfopeptidico de 40 KDaj 
11, ppH-47; 12, ppC-50. A seta horizontal mostra o sentido da 
migração na primeira dimensão, uma eletrofocalizaçZo não 
equilibrada, do ânodo ( + ) para o cátodo (-). A seta vertical 
mostra o sentido da segunda dimensão, uma SDS-PAGE em gel 8%. B, 
auto—radiografia da eletroforese bidimensional, mostrando as 
fosfoproteínas identifiçadas na amostra hipocampal.
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III .1.2 Ident i f icação da ppH-47 corada com Coomassie ou prata na 
tração Triton-insolúvel

D estudo da solubi1ização da ppH-47, cujos resultados estão 
expressos no item III.3, permitiu a obtenção de uma tração 
Triton-insolúvel, enriquecida desta tostoproteína. 0 gel re­
sultante da eletrotorese bidimensional desta tração toi corado 
(tigura 4) com Coomassie Blue (em A) e com prata (em B). Os 
tilmes auto-radiográticos desses géis são mostrados em C e D, 
respectivamente. A p pH-47 corada, correspondente a mancha auto­
rad iográt ica , é indicada pela seta. A coloração do gel, 
particularmente com prata, evidencia uma grande quantidade de 
outras proteínas não marcadas nesta tração. Dentre elas somente 
a actina pode ser supostamente reconhecida, pela mobilidade 
eletrotorética e abundância nesta tração insolúvel.

III.1.3 Identiíicação da ppH-47 em gel unidimensional
A tração Triton-insolúvel analisada por eletrotorese 

unidimensional apresenta uma banda correspondente à ppH-47 
detectada por eletrotorese bidimensional. A confirmação dessa 
correspondência foi feita com base: na mobilidade eletrotorética 
em SDS-PAGE; na distribuição regional cerebral desta banda; e no 
mapeamento fosfopeptídico com protease V8 . Este último critério 
de identificação, será apresentado na figura 13, do item III.E. 
Além da idêntica mobilidade eletrotorética (figura 5), entre a 
ppH-47 (excisada do gel da eletrotorese bidimensional) e a banda 
no gel da eletrotorese unidimensional, apresentam uma similar 
distribuição regional no cérebro, alta em hipocampo e bulbo

62



olfatório e baixa em córtex cerebral e caudato (-figura 6). A 
confirmação definitiva da identidade entre elas foi dada pelo 
mapeamento fosfopeptídico, que mostrou uma perfeita homologia 
entre as fosfoproteínas analisadas.

III.i.4 Comportamento migratório da ppH-47 em gel de 
poliacr ilamida

A figura 7 mostra a fração Triton-insolúvel, analisada por 
eletroforese unidimensional em diferentes concentrações de gel, 
corada com prata ou Coomassie Blue. As raias i e H desta figura
mostram uma fração analisada em gel 6% corado com prata
e o respectivo filme auto-radiográficoj as raias 3 e 4 mostram 
uma fração analisada em gel 8% corado com Coomasie e seu
respectivo filme auto-radiográfico; as raias 5 e 6 mostram a 
análise de uma amostra em gel 1 2 % corado com prata e seu
respectivo filme auto-radiográfico. As setas indicam a banda 
correspondente à ppH-47. A ppH-47 apresenta, de acordo com o Rf 
em SDS-poliacrilamida, um peso molecular aproximado de 47 KDa em 
gel de 6 e 8%, 49 KDa em gel 10% e 51 KDa em gel 12 e 15%.

0 Ferguson "plot" da ppH-47 analisada por SDS-PAGE em 
diferentes concentrações de gel é mostrado na figura 6 . A 
mobilidade regular da fosfoproteína é comparável aos padrões de 
albumina sérica e ovoalbumina.
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Figura 4. Eletroforese bidimensional da fraçSo Triton-insolúvel 
corada. A, corresponde ao gel corado com Coomassie blue; B, 
corresponde a auto-radiogra*ia do gel Aj C, corresponde ao gel 
corado com prata; D, corresponde U auto-radiografia do gel B A 
seta indica a ppH-47.

Figura S. Comparação da migração da ppH-47 Com a banda 
supostamente correspondente à ppH-47 em SDS-PAGE. A raia 1 
corresponde a amostra Triton-insolúvel e na raia 2 está a ppH-47 
excisada do gel da eletroforese bidimensional. A posição auto** 
radiográfica da ppH-47 está indicada na -figura.
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Figura 6. Distribuição regional 
cerebral da banda supostamente 
correspondente à ppH-47 em 
eletroforese unidimensional, bo, 
corresponde ao bulbo ol-fatória; 
hp, ao hipocampo; ca, caudato; 
cc, córtex cerebral. Duas 
quantidades de cada amostra são 
mostradas. A banda correspondente 
ã suposta p pH-47 é indicada pela 
seta.

Figura 7. Mobilidade da ppH-47 em SDS-poliacrilamida. Análise da 
■fracão Triton-insolúvel em SDS-PAGE em di-ferentes concentrações 
de gel: as raias i e 2 correspondem ao gel 6X corado com prata e 
sua respectiva auto-radiogra-f ia; as raias 3 e 4 correspondem ao 
gel 8X corado com Coomassie blue e sua respectiva auto­
rad iogra-f ia; as raias 5 e 6 correspondem ao gel 12% e sua auto­
rad iogra-f ia, respectivamente. A ppH-47 é indicada pela seta. 0 
volume de amostra aplicado era de 10 íjI para coloração com prata 
e 20 /j1 para coloração com Coomassie.
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[acrilamida]
Figura 8. Ferguson "plot" da p pH-47. Estudo da mobilidade 
eletroforética da ppH-47 em diferentes concentrações de gel, 
usando albumina(-f-) e ovoalbumina<-*-) como padrões.

II.2 ANALISE ESTRUTURAL DA p pH-47 - RESÍDUOS FOSFORILADOS E MAPEâ 
MENTO FOSFOPEPTIDICO COM PROTEASE V8

A identificação do(s) sítio(s) fosforilado(s) de uma 
proteína pode dar alguma informação do tipo de quinase envolvida 
- serina/treonina quinase ou tirosina quinase, bem como à 
suscetibi1 idade à ação de determinadas fosfatases. Frequentemente 
a identificação dos resíduos fosforilados envolve a hidrólise 
ácida da fosfoproteína e análise dos fosfoaminoácidos re­
sultantes. Alguns substratos de tirosina quinases são iden­
tificados pela álcali-estabi1 idade, um outro procedimento 
bastante usado na identificação de resíduos fosforilados. Neste 
trabalho ambos os procedimento foram usados, até porque são 
complementares.
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II.2.1 Identificação do sítio fosforilado na ppH-47
A hidrólise alcalina com KOH das fosfoproteínas no gel de 

poliacrilamida sugere, pela auto-radiogafia pós-hidrólise, 
aquelas provavelmente fosforiladas em serina e/ou treonina, 
devido à álcali-labi1 idade destes resíduos (figura 9). A ppH-47 , 
como a maioria das fosfoproteínas no gel, apresentou evidência de 
sítio(s) álcali-lábi1 (eis), afastando ou reduzindo a 
possibilidade de fosforilação em tirosina. A fosfoproteína B-50 
mostrou uma fosforilação álcali-estável, nestas condições, 
especialmente quando a fosforilação era forbol-etimulada. Com a 
estimulação com forbol foi possível notar a presença do 
fosfopeptídeo 8 , um substrato da proteína quinase C (Salbego e 
Rodnight, 1989), bem como confirmou a aparente insensibilidade da 
ppH-47 ao forbol, nestas condições.

No segundo procedimento de identificação dos sítios 
fosforilados, a ppH-47 era recortada e eluida do gel de 
poliacrilamida. A amostra protéica obtida era submetida à 
hidrólise ácida e os fosfoaminoácidos resultantes eram analisados 
por eletroforese de alta voltagem em papel. 0 método de separação 
de fosfoaminoácidos mostrou-se bastante satisfatório a julgar 
pelos Rfs obtidos em relação ao fosfato livre: 0,53 da
fosfotirosina, 0,65 da fosfotreonina e 0,76 da fosfoserina 
(figura 10). 0 único C32PDfosfoaminoácido detectado, no
hidrolisado ácido da proteína ppH-47 eluida do gel, foi a 
fosfoserina, um resultado bastante compatível com a álcali- 
labilidade deste sítio previamente determinada (figura 9).
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Figura 9. Alcali-labi1 idade em KDH da ppH-47 e outras 
fosfoproteínas no gel de pol iacr i lamida . A, auto-radiogra-f ia de 
-fatias hipocampais incubadas com t32P3fosfato: com forbol (PDBu) 
à direita e sem forbol à esquerda. As fosfoproteinas 1 e 2, 
servem como referenciais dos lados básico e ácido, 
respectivamente, em cada situação analisada. B, auto-gadiografia 
do gel mostrado em A após o tratamento com KOH 1M, 60 C. durante 
3 horas.

Figura 10. Eletroforese de alta voltagem em papel do hidrolisado 
ácido da ppH-47 eluída do gel de poliacrilamida. No auto- 
radiografia do papel estão representados: o-origem, onde foi 
aplicada a amostra de ppH—47 hidrolisada (HC1 6N, 110 C, 90 min); 
a-posição do padrão de fosfotirosina (Rf 0,53); b-posiçao da 
fosfotreonina <Rf 0,65); c-posição da fosfoserina (Rf 0,76); d- 
C32P3fosfato livre, tomado como referência para determinação dos 
Rfs dos fosfoaminoácidos.
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0 mapeamento fostopeptídico de uma proteína permite a 
identificação da multiplicidade de sítios fosforilados, bem como 
pode estabelecer analogia estrutural entre as fosproteínas 
analisadas.

0 mapeamento da ppH-47 com protease V8 foi feito "in situ" 
como descrito por Cleveland et al . (1977). Os fragmentos de gel
contendo a ppH-47, foram obtidos após a eletroforese bi­
dimensional usando géis "curtos" de IEF, como descrito no item
II.5.1, que possibilitaram a obtenção de um número maior de 
amostras, 4 ao invés de E.

A proteólise da ppH-47, usando a quantidade de protease V8 

de 10 a 50 ng, gerou dois fosfopeptídeos de E8 e E4 KDa, 
aproximadamente (figura 1 1 ). Os resultados obtidos com o aumento 
da concentração de enzima sugere que o peptídeo menor origina-se 
do maior. Um mapeamento fosfopeptidico usando concentrações muito 
maiores de enzima é mostrado na figura 1 E, para confirmar a 
identidade da ppH-47 na fração Triton-insolúvel analisada em 
eletroforese unidimensional (vide item III.1.3). A homologia 
entre a ppH-47 e a banda fosfoprotéica supostamente corres­
pondente a ela na fração Triton-insolúvel, analisada por 
eletroforese unidimensional, não deixa dúvidas sobre a sua 
identidade.

III.2.E Mapeamento fosfopeptídico da ppH-47 com protease V8
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Figura li. Mapeamento tos-fopeptídico 
da ppH-47 com protease V8. A raia 1 
corresponde a ppH-47 controle (sem 
protease) e as raias 2, 3 e 4 
correspondem a ppH-47 com 
quantidades de 10, 25 e 50 ng de 
enzima.

Figura 18. Mapeamento fos-fopetidico comparativo entre entre a 
ppH-47 e a suposta ppH-47 identificada em eletra-forese 
unidimensional. 0 mapeamento "in situ" -foi -feito usando 
quantidades de 50 ng (raias 8 e 5> e 500 ng (raias 3 e 4) de 
protease 08. A suposta ppH-47 é vista nas raias 1 (sem protease), 
8 e 3, enquanto a ppH-47 nas raias 4, 5 e 6 (nesta sem protease). 
A posição dos padrões de peso molecular é indicada lateralmente 
(fosforilase b - 97,4 KDa, albumina bovina - 66 KDa, ovoalbumina 
- 45 KDa, anidrase carbônica - 31 KDa, inibidor de tripsina -
81,5 KDa e lisozima - 14,4 KDa).
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II1.3 SOLUBILIDADE DA p pH-47. ESTABILIZAÇfíO E SOLUBILIZAÇAO DE 
C32P3FOSFOPROTEINAS DE FATIAS HIPOCAMPAIS

O estudo da solubilidade da ppH-47, inicialmente envolvendo 
a homogeneização de -fatias hipocampais, teve como primeiro passo 
a estabilização da amostra proteica, com relação à ação de 
proteases e fosfatases. A prevenção da possível proteólise da 
ppH-47 no homogenato -foi -feita com adição de EDTA 10 mM, PMSF 1 
mM e leupeptina 1 ug/ul . Não -foi percebida nenhuma proteólise da 
ppH-47 no "pellet" do homogenato hipocampal analisado por 
eletro-forese bidimensional (e unidimensional) quando não eram 
adicionados PMSF e leupeptina. No entanto, o PMSF -foi usado 
rotineiramente, especialmente devido a inibição proteolítica 
de-finitiva que provoca, sem a necessidade de adição complementar, 
sobre as serina-protease, as mais comuns e abundantes proteases 
(Scopes, 1987).

II 1.3.1 Estudo da defosforilação da ppH-47 e outras fosfo- 
proteínas hipocampais

Dois inibidores de -fos-fatases estavam presentes na homo­
geneização de fatias hipocampais, incubadas com C3SP3fosfato: 
EDTA e NaF. No entanto, somente a necessidade de fluoreto no meio 
foi testada, já que o EDTA também foi usado juntamente com o PMSF 
na inibição de proteases. Os resultados do estudo da
defosforilação da ppH-47 e outras fosfoproteínas estão expressos 
na figura 13. Com a homogeneização de fatias hipocampais, em

meios isoiônicos com NaCl/EDTA ou NaF/EDTA é possível observar 
uma pequena diferença entre os níveis de fosforilação da ppH-47, 
predominantemente encontrada no "pellet", nestas condições <vide
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Ainda na figura 13, é possível notar que a homogeneização 
com fluoreto de fatias marcadas com PDBu foi essencial para 
evitar a defosforilação da B-50 e MARCKS, enquanto a 
fosfoproteina B, um suposto substrato da PQC (Salbego e Rodnight, 
1989> parece ter resistido mais à defosfori1 acao mesmo sem 
fluoreto. A adição de NaOH ao homogenato (pH 11,5) parece não 
provocar a defosfori1 ação alcalina da ppH-47, nas referidas 
condições. O resultado da extração alcalina pode observado na 
figura 14d.

o item seguinte, reíerente a solubilidade da p pH-47).

Figura 13. Estudo da defosforilação da ppH-47 e outras 
fosfoproteinas em amostra hipocampal. Auto-radiografias dos 
"pellets" obtido com a centrifugação do homogenato de fatia 
hipocampal com : NaF 100 mM/NaCl 50 mM/EDTA 10 mH, em A e C; NaCl 
150 mM/EDTA 10 mM, em B e D. As fatias em C e D foram incubadas 
com forbol (PDBu). A ppH-47 é indicada pela seta. As fosfo- 
protelnas 2 e 4 correspondem à MARCKS e B-50, respectivãmente.
A fosfoproteina 2 serve como referencial do lado ácido 
nas auto-radiografias.
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III.3.2 Solubi 1 ização da ppH-47 e outras fosfoproteínas 
presentes em -fatias hipocampais

Os resultados do estudo da solubilidade do ppH-47 estão 
expressos nas figuras 14 e 15 e na tabela 2. A homogeneização de 
fatias hipocampais em diferentes meios seguida de centrifugação 
(40.000 x g, 20 minutos) mostrou o comportamento insolúvel da 
ppH-47. A homogeneização em EDTA 10 mM somente, revelou a 
predominância do p pH-47 no "pellet" (figura 14a). Esse 
comportamento da ppH-47 não parece ter se modificado com o 
aumento da força iônica para 0,15 e 0,5 no meio de homogeneização 
(figuras 14b e 14c, respectivamente). Também é evidente nestas 
figuras o comportamento solúvel do complexo fosfopeptídico de 40 
KDa, nestas condições experimentais.

A extração alcalina, feita com adição de NaOH ao 
homogeneizado, é expresso na figura 14d. E possível observar a 
limitada solubi1ização da p pH-47 nestas condições, ao contrário 
da fosfoproteína B-50 que aparece predominantemente na fração 
álcali-solúvel.

As tentativas de solubi1ização com detergentes confirmou o 
carácter insolúvel da ppH-47. Resistiu a extração com Triton X- 
100 1% e deoxicolato de sódio 1% (figuras 14e e 14f,
respectivamente). 0 SDS foi um efetivo solubi1izante da ppH-47 a 
0,2% (figura 14g).

0 "pellet" Triton-insolúvel é uma fração bastante 
enriquecida em ppH—47, no qual mais de 80% das C32Plfosfo— 
proteínas analisadas em eletroforese bidimensional estavam 
ausentes e 90% ou mais da ppH-47 permanecia nesta fração
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(Gonçalves et al . , 1990b). Uma segunda extração, a partir desse 
"pellet", com diversos detergentes não -foi efetiva na 
solubi1ização da ppH-47 (tabela 2). Dentre os detergentes o 
colato de sódio -foi o mais eficiente, chegando a 2 1% de extração 
(tabela 2 e -figura 15) . Tanto a digitonina, quanto o CHAPS -foram 
bastante ine-f ic ientes. A e-ficiência do colato de sódio não -foi
aumentada com a força iônica (que variou no meio de 0,5 a 1,5
pela adição NaCl). A eficiência da solubi1ização com colato de 
sódio em pH fortemente alcalino (tabela 2) parece ser devido 
somente a alcalinização "per si" (figura 14d).

A uréia foi eficiente na solubi1ização do ppH-47 a 6 e 8M 
(tabela 2 e figura 15). Foi menos eficiente a 4M onde pode ser 
comparada a extração alcalina (cerca de 60%) e menos ainda a 2M 
onde pode ser comparada ao colato de sódio (cerca de 20%).

Tabela 2. Solubi1ização da ppH-47 com diversos detergentes e
uréia a partir do "pellet" Triton-insolúvel analisado por SDS- 
PAGE e semi-quantificado por densitometria.

AGENTE CONCENTRAÇÃO x DE SOLUBILIZAÇÃO

Triton X-100 VA 5-10
Colato de sódio 20 m H 16-21
Deoxicolato de sódio VA 11-19
CHAPS 10mH 4-6
Digi tonina VA 6-10
Colato de sódio en Meio forteMente alcali no< a)

20 m H -sl i s

Colato de sódio en Meio deAalta força iônica <b)
20 mH 16-25

Uréi a 2 H4 H6 e 8 H
14-2056-6179-82

(a) Adição de NaOH 1 fl até pH atingir 11,5 aproximadamente. (b)
Força iônica no meio variou de 0,5 a 1,5 por adição de NaCl.
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Figura 14 Solubilidade da 
ppH-47 analisada em 
eletroforese bidimensional. 
Auto-radiografias dos 
"pellets"(à esquerda) e 
sobrenadantes (à direita) 
obtidos de -fatias hipocampais 
homogeneizadas em di-ferentes 
meios: a, EDTA 10 mMj b, NaCl 
50 mM/NaF 100 mM/EDTA 10 mM 
(solução F)j c, NaCl 1,4 
M/NaF 100 mM/EDTA 10 mM; d, 
Solução F, alcalinizando com 
NaOH 1M até pH 11,5 aproxima­
damente: e, Triton X-100 
0,5Xj f, Deoxicolato de sódio 
0,5%: g, SDS 0,2%. Ds deter—  
gentes era adicionados em 
solução F. As -frações obtidas 
eram analisadas em 
eletroforese bidimensional. A 
ppH-47 é indicada pela seta.

Figura 15. Solubi1ização da 
ppH-47 a partir do "pellet" 
Triton-insolúvel, analisada 
por eletro-forese unidimen­
sional . 0 '•pellet"
Tr iton-insolúvel de -fatias 
hipocampais (raia 1 ) era 
ressuspenso em colato de 
sódio 20 mM ou uréia 6M e 
centrifugado a 40.000 x g, 
durante 20 min. Sobrenadante 
e "pellet" da extração com 
colato são mostradas nas 
raias 2 e 3 , respecti­
vamente. Nas raias 4 e 5 são 
mostrados sobrenadante e 
"pellet" da extração com 
uréia, respectivamente. A 
ppH-47 é indicada pela seta.



II1.4 IDENTIFICAÇÃO DE UMA SUPOSTA ppH-47 EM OUTRAS ESPÉCIES DE 
MAMÍFEROS

Estudo da solubilidade -foi o primeiro passo na direção da 
purificação da ppH-47. A seguir foi feita uma investigação na 
tentativa de descobrir uma outra fonte de ppH-47 que permitisse 
ampliar a possibilidade de caracterizar e/ou purificar esta 
proteína. Quatro espécies de mamíferos foram analisadas: boi,
coelho, cobaia e camundongo. Nesta fase, não havia sido feita a 
imunocaracterização da ppH-47 e portanto a sua suposta 
identificação em outras espécies não envolveu o uso de 
anticorpos. A identificação foi feita com base nas caracterís­
ticas bioquímicas da ppH-47, até então conhecidas, tais como: i.
A fosforilação Ca2+ dependente em micro-fatias de rato adulto 
(Wofchuk e Rodnight, 1990); 2 . A distribuição regional cerebral 
(Rodnight e Leal, 1990); 3. A Triton-insolubi1 idade (item II.4).

A figura 16 mostra a distribuição regional da suposta ppH-47 
(indicada por uma seta), nas diferentes espécies. É possível 
observar uma fosfoproteína bastante evidente em hipocampo (coelho 
e cobaia) e globus pallidus (camundongo) e discreta ou ausente em 
caudato (coelho e camundongo) e córtex cerebral (cobaia). No boi, 
embora não tão evidente, é possível notar uma diferença entre o 
giro dentado hipocampal e o caudato. Também é possível observar 
nas micro-fatias bovinas a ausência do peptídeo maior do complexo 
fosfopeptídico de 40 KDa (indicado pelo número 6). Esta ausência 
é evidenciada na figura 19, no experimento de co-migração boi- 
rato.
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A fosfor i lação CaS+ dependente da suposta ppH-47 (indicada 
por uma seta) é observada na -figura 17, em todas as espécies 
analisadas, exceto em boi. Nas micro-fatias bovinas, com a 
estimulação com -forbol (-figura 17C), pode-se identificar 
proteínas associadas ao crescimento : MARCKS (-fos-foproteína 2) e 
B-50 (-fos-foproteína 4).

A insolubilidade da suposta ppH-47 à extração com Triton X- 
100 1 % pode ser observada em todas as espécies analisadas (-figura 
18) . Em boi três -fos-fopeptídeos apresentaram comportamento 
Triton-insolúvel - a suposta ppH-47, a B-50 (fos-foproteína 4) e a 
fosfoproteína 7. A fosfoproteína 7 apresenta algumas 
similaridades, porém não conclusivas, com a subunidade alfa da 
proteína quinase CaM II. Somente a suposta ppH-47 foi resistente 
à extração alcalina (figura 1BB), em micro-fatias bovinas.

As dúvidas sobre a suposta ppH-47 em boi foram em parte 
resolvidas com um experimento de co-migração com um amostra 
hipocampal de rato, mostrado na figura 18, onde é possível 
observar a mobilidade eletroforética similar entre a p pH-47 (de 
rato) e a suposta p pH-47 (em boi).

A análise eletroforética bidimensional das micro-fatias 
cerebrais das espécies analisadas evidenciou em todas elas, 
excetuando-se ao boi, uma fosfoproteína similar à ppH-47 do rato, 
no que se refere as caracterítiticas de distribuição regional, 
fosforilação Ca2+ dependente e Triton-insolubi1 idade. Embora a 
suposta p pH-47 nessas espécies tenha apresentado uma pequena
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diferença na mobilidade eletroforética em relação à ppH-47 no 
rato e mesmo entre as espécies analisadas, este fato não exclui a 
de identidade com a ppH-47, porém indica a necessidade de um 
estudo mais detalhado da fosfoproteína. Em boi, apesar da suposta 
ppH-47 não ter apresentado fosforilação CaE+ dependente e nem a 
distribuição regional caracterítica, a fosfoproteína apresentou 
uma migração eletroforética idêntica à ppH-47 do rato, nestas 
condições.

Este estudo, embora inconclusivo, aponta uma suposta ppH-47 
em outras espécies, com base nas caracteríticas conhecidas da 
ppH-47 no rato. No entanto, a confirmação da identidade nestas 
espécies deve envolver uma análise estrutural e imunoquímica da 
fosfoproteína supostamente correspondente à ppH-47.

78



Figura 16, Distribuição regional cerebral da suposta ppH-47 em 
outras espécies. Eletro-forese bidimensional de -fatias cerebrais 
de: boi (A, hipocampo e B, caudato)i camundongo <C, globus 
pallidus e D, caudato); coelho <E, hipocampo e F, caudato) e 
cobaia (G, hipocampo e H, córtex cerebral), incubadas com 
C32P]fosfato. A seta indica a posição da suposta p pH-47. Em B 
estão indicados outras 4os-foproteínas: 2 ÍMARCKS), 4 (B-50) e 6, 
correspondente ao peptideo menor do complexo 4os4opeptídico de 40 
KDa.
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Figura 17. Fosforilação Ca2+ dependente da suposta ppH-47 em 
outras espécies. Eletroforese bidimensional de -fatias cerebrais 
de: boi (A, com Ca2+, B, sem Ca2+ e C, com Ca2+ e forbol); 
camundongo (D, com Ca2+ e E, sem Ca2+1i coelho (F, com Ca2+ e 
G, sem Ca2+> e cobaia (H, com Ca2+ e 1, sem Ca2+), incubadas 
com C32P3fosfato. A suposta ppH-47 é indicada pela seta. Em C 
estão indicadas outras fosfoproteínas: 2 (MARCKS), 4 (B-50/
GAP43), 6 (peptideo menor do complexo fosfopeptídico de 40 KDa) e 
a 7.
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Figura 18. Insolubilidade da 
suposta ppH-47 em outras 
espécies: à extração com 
Triton X-100 IX em boi <A), 
camundongo (C), coelho (D) e 
cobaia (E) e extração 
alcalina com adicão de NaOH 
1 M, pH 11,5 em boi (8). A 
suposta ppH-47 está indicada 
pela seta e em A estão 
indicadas as -fosfoproteinas 
4 (8-50) e 7.

Figura 19. Co- 
migração da 
amostra bovina 
com a amostra de 
rato. A esquerda 
está a migração 
da amostra 
bovina e à 
direita a 
mistura boi- 
rato. A seta 
indica a suposta 
PPH-47 à 
esquerda e a 
PPH-47 á 
direita. Estão 
indicadas como 
re-ferenc iais as 
iosfoproteinas 6 
(complexo 
ios-f opept í dico 
de 40 KDa > e 7.
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A eletrotransferência de proteínas do gel de pol iacr i lamida 
para membranas de nitrocelulose tem sido amplamente utilizado na 
caracterização protéica, devido a possibilitar o acesso de 
diversos ligantes, tais como anticorpos, às proteínas 
transferidas (Tovey e Baldo, 1989; Timmons e Dunbar, 1990). A
eficiência da transferência envolve diversos parâmetros e cada 
proteína apresenta um comportamento específico, o que exige a 
padronização de um método para cada proteína. Uma variante do 
processo de eletrotransferência foi introduzida por Svoboda e 
colaboradores (1985) - o "semidry electroblotting", no qual a
tranferência é feita usando eletrodos em placa e permite o uso de 
diferentes tampões nos eletrodos (Kyhse-Anderson, 1988).

Inicialmente foi feita a padronização da eletrotransferência 
da ppH-47 para nitrocelulose, especialmente usando a fração 
Triton-insolúvel, usando um "semidry electroblotter". Mais 
recentemente foi desenvolvido em nosso laboratório um outro 
procedimento de eletrotransferência capaz de transferir uma 
amostra proteicas de diversos fragmentos de gel fixados e secos 
para um único disco de nitrocelulose. Este último procedimento, 
já submetido à publicação, poderá ser bastante útil na 
caracterização protéica.

III.5.1 Padronização do "semidry electroblotting"
0 primeiro parâmetro avaliado foi a composição do tampão, 

usado tanto na transferência quanto na equilibração do gel. Nesta

II1.5 ELETROTRANSFERENCIA DA ppH-47 PARA NITROCELULOSE
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-fase -foi usada uma equilibração de 15 minutos , uma amperagem
2 , inicial de (5 mA/cm ), a voltagem maxima -foi estabelecida em 15

ou 20 Volts e a duração da trans-ferência -foi 30 minutos.
0 tampão de Bjerrum (Tris 48 mM/ glicina 39 mM/ SDS 1,3 mM/

metanol 20%), nestas condições, permitiu uma melhor eluição
protéica do gel que o tampão de Towbin (Tris 25 mM/ Glicina 192/
metanol 20%), especialmente das bandas de baixo peso molecular -
incluido a ppH-47. A presença de SDS no tampão Towbin não mudou
esse resultado. No entanto, e-ficiência do processo de
transferência, nestas condições, era muito baixa, isto é, as
C32P]fosfoproteínas eluidas do gel não eram fixadas na
nitrocelulose e vestígios eram encontrados no papel de filtro, ou
na membrana de nylon quando usada, sob a nitrocelulose.

Nesse sentido foi estudada a densidade da corrente aplicada,
fixando a voltagem em 15 ou 20 Volts. 0 gel era equilibrado
durante 15 minutos em tampão de Bjerrum com SDS e a seguir era
submetido a eletrotransferência, durante 30 minutos, com

2densidade de corrente variavel de 0,5 a 5,0 mA/cm . Valores
2inicialmente estabelecidos acima de 2,0-2,5 mA/cm decresciam

durante a transferência, mantendo-se a voltagem alta e constante.
Um resultado da eletrotransferência nestas condicões pode ser
observada na figura 20. A eluição C32P3fosfoprotéica do gel era
bastante satisfatória, porém pouco era fixado à nitrocelulose e
na membrana de nylon podem ser vistos vestígios dessa "fuga"
protéica. Usando-se valores mais baixos, isto é, menores que 2,0 

2mA/cm o comportamento da voltagem mudava. Ela iniciava baixa,
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cerca de 3-7 Volts, e subia lentamente até atingir 9-14 Volts. A 
amperagem mantinha-se contante, e consequentemente a densidade de 
corrente. Neste caso a eluição do gel era baixa, em 30 minutos. 
Considerando que a eletrotrans-ferênc ia poderia ser mais efetiva 
usando-se uma baixa densidade de corrente por um período de tempo 
maior, -foi necessário fazer uma curva de tempo para avaliar esse 
período. Foi introduzia uma pequena modificação em relação aos 
procedimentos anteriores: fez-se uma equilibração curta (menos de 
um minuto), usando o tampão de Bjerrum sem SDS. A eficiência do 
processo foi avaliada por auto-radiografia da nitrocelulose e por 
coloração da nitrocelulose com Amido Black, que era substituida a 
cada 5 ou 10 minutos, durante a transferência.

A curva de tempo mostrou que a transferência da ppH-47 
ocorria, nestas condições, mais acentuadamente entre £5 e 50 
minutos. Na figura £1 são mostradas as auto-radiografias das 
membranas de nitrocelulose dos intervalos 0-15 min, 15-50 min e 
50-65 min, a membrana de nitrocelulose do intervalo 15-50 corada 
com amido black e o gel "blotado" corado com Coomassie e sua 
respectiva auto-radiografia. A membrana de nylon colocada sob a 
nitrocelulose não mostrou nenhum vestígio de C3£Plfosfoproteína. 
A quantidade protéica transferida à nitrocelulose avaliada por 
coloração com Coomassie blue do gel "blotado" (e/ou coloração com 
Amido black da nitrocelulose) indica uma eficiência superior a 
80%. No entanto, a transferência da ppH-47 avaliada por auto­
radiograf ia foi cerca de 60-70%.

0 resultado da eletrotransferência de uma amostra hipocampal
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analisada por eletroforese bidimensional, -Finada e seca pode ser 
visto na figura 22. Ficou evidente a possibilidade de 
eletrotransferência de uma amostra finada e seca. No entanto, nas 
condições referidas, a eficiência foi baina comparada ao 
procedimento usando gel n3o-finado. Atualmente um procedimento 
usado em nosso laboratório, no qual o gel finado e seco é 
equilibrado durante 45-60 min em tampão Tris 25 mM/ glicina 192 
mM/ SDS 0,1X e a seguir é lavado em tampão de Bjerrum e 
transferido como descrito no item II.8.2, apresenta uma 
eficiência de pelo menos 50X.

-igura £0.
Eletrotransferênc ia da 
fração Triton-insolúvel do 
gel de poliacrilamida para 
litrocelulose, usando alta 
densidade de corrente. Após 
a SDS—PAGE a fração 
[3SP5fosfoprotéica era 
transferida para NC em 
'semidry electroblotter",
:om uma densidade inicial 
ie corrente de 3,0 mA/cm , 
Jurante 30 minutos. Gel - 
gel de poliacrilamida após a 
eletrotransferência, NC - 
membrana de nitrocelulose e 
Nylon - membrana de nylon 
colocada sob a nitro­
celulose .
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Figura Si. Tempo de 
eletrotransferência da 
■fração Triton-insolúvel do 
gel de poliacrilamida para 
nitrocelulose. Após a SDS- 
PAGE a -fração Í3SPD fos-fo- 
protéica era transferida em 
tampão de Bjerrum sem SDS e 
com uma densidade tje 
corrente 1,3 mA/cm : 1, 
auto-rad iogra-f ia da NC 
(nitrocelulose) no perido 0­
15 min; H, auto-rad iogra-f ia 
da NC no período 15-50 min; 
3, auto-rad iogra-f ia da NC no 
período 50-65 min; 4, NC 
(15-50 minutos) corada com 
Amido black; 5, auto— 
radiografia do gel 
"blotado"; 6, coloração com 
Coomassie do gel “blotado".

Figura SS. Eletrotrans-ferência de 
uma amostra hipocampal analisada por 
eletro-forese bidimensional, do gel 
de poliacrilamida finado e seco para 
nitrocelulose: 1, gel "blotado"; S, 
nitrocelulose no período 0-30 min;
3, nitrocelulose no período 30-60 
min. A seta indica a ppH-47.
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III.5.2 Eletrotransferênc ia de [32PDfosfoproteínas do gel de 
poliacrilamida para discos de nitrocelulose

As proteínas podem ser recuperadas do gel de poliacrilamida 
por: eluição por homogeneização (Gurd, 1985; Feick e Shiozawa,
1990); eletroeluição para dentro de um saco de diálise (Hanaoka
et al . , 1979; Hunkapiller et al . , 1983) ou para um descontíno
gradiente de condutividade (Otto e Snejdarkova, 1981; Stralfors e 
Bel-frage, 1983); eletrotrans-ferênc ia para membranas imobilizadas 
(Towbin et al., 1979; Gershoni e Palade, 1982; Gultekin e
Heermann, 1988). A eluição por homogeneização é bastante demorada 
e geralmente tem baixo rendimento. Eletroeluatos são frequen­
temente contaminados com SDS e sais, cuja remoção acarreta em 
perda da proteína. A eletrotransfêrencia de proteínas para 
membranas tem superado estes problema. Além disso, tem facilitado 
em muito a caracterização protéica, já que pequenas quantidades
de uma proteína "blotada" pode ser usada para imunização (Abou-
Zeid et al., 1987) e sequenciamento (Matsuidara, 1987; Aebersold 
et al., 1987).

Entretanto, as condições ótimas de eletrotransferência do 
gel para membranas são difíceis de obter. A presença de SDS no 
tampão de equilibração e transferência pode facilitrar a eluição 
da proteína, mas reduz sua a adsorção à membrana. 0 metanol 
comumente é adicionado aos tampões para reduzir o inchaço do gel 
durante a equilibração, retirar o SDS da proteínas e aumentar a 
adsorção destas à membrana. No entanto, o metanol decresce a 
solubilidade de muitas proteínas. Levando em conta estes 
problemas, foi elaborado um procedimento de eletrotransferência
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de C32PDproteínas ác ido--f i xadas de -fragmentos secos de gel para 
um pequeno disco de nitrocelulose, usando um descontínuo 
gradiente de densidade (vide -figura i).

Os resultados obtidos com o método aqui proposto, de 
eletrotrans-ferênc ia de -f os-f oproteí nas para discos de nitro- 
celulose (ou nylon), estão expressos nas tabelas 3 e 4 e na 
-figura 23.

0 efeito da concentração de SDS na equilibração e 
eletrotransferência dos fragmentos de gel de poliacrilamida, 
fixados e secos, contendo a ppH-47, pode ser visto na tabela 3. A 
radioatividade foi medida nos fragmentos de gel, no meio de 
transferência (o qual consistia de agarose, TG-glicerol e TG- 
metanol na coluna) e o disco de nitrocelulose. Apenas 18% da 
radioatividade C32PDfosfoprotéica foi eluida com 0,02% de SDS, 
durante a equilibração, mas mais que 90% foi eluido usando 0,2% 
ou 2%. A detecção da fosfoproteína no disco de nitrocelulose 
variou de 78-84%, nessas condições. Resultados similares a este 
foram encontrados usando discos de nylon e 2% de SDS na 
equilibração. Pequena quantidade de radioatividade era detectada 
no meio de equilibração, mesmo com altas quantidades de SDS.
A figura 23 mostra a curva de tempo de eletrotransferência da 
ppH-47, a corrente constante de 5 mA. A transferência aumenta 
rapidamente numa primeira fase, atingindo mais que 50% e 75% nos 
primeiros 20 e 30 minutos, respectivamente. Depois a taxa de 
transferência cresce mais lentamente atingindo 84% aos 60 
minutos.
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A eletrotransferênc ia de outras fosfoproteínas, nas 
condições estabelecidas para ppH-47, apresentou uma eficiência 
menor (tabela 4). No caso da sinapsina I somente 53% -foi 
detectada na nitrocelulose e 34-41% permaneceu nos -fragmentos de 
gel. A trans-ferência da MARCKS -foi ainda menos e-ficiente. Grande 
parte permaneceu no gel (31-34%) e uma quantidade variável era 
detectada na nitrocelulose (37-50%).

A coluna de eletrotransferência, isto é, o gel de suporte, 
pode ser utilizado mais de uma vez (até 3 vezes) sem haver 
prejuizo na e-ficiência da eletrotrans-ferência da ppH-47, nesta 
condição.

Tabela 3. Efeito da concentração de SDS no meio de equilibração 
sobre a transferência da ppH-47.

CONCENTRAÇÃO

0,02

DE SDS 

0,2

(/)

2

< 3) < 3) < 9)

Meio de equilibrapao 0,5-1,5 3-5 4-6

Fragnentos de gel 76-81 6-10 4-10

Meio de transferência 2 2-4 3-5 B

Disco de nitrocelulose 14-22 78-84 79-83 8

Os valores expressos representam a percentagem da radioatividade 
total determinada pela radiação de Cerenkov. 0 número de 
experimentos em cada condição esta indicado entre os parenteses.O 
meio de transferência refere-se a agarose, TG-glicerol e TG- 
metanol na coluna de eletrotransferência.
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Tabela 4. Eletrotransferênc ia da sinapsina I e MARCKS para 
nitrocelulose, usando SDS 2% no meio de equi1ibração.

SINAPSINA I MARCKS

(3) < 5 )

FragHentos de gel 34-41 31-34

Disco de nitrocelulose 51-55 37-50

Os valores estão expressos como na tabela 3.

Figura 23. Curva da eletrotransferêcia da ppH-47 para o disco de 
nitrocelulose em função do tempo. Os valores expressos 
representam o percentual da radioatividade determinada pelo 
Cerenkov na membrana de nitrocelulose durante o processo.
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No curso de caracterização da ppH-47 muitos aspectos desta 
fosfoproteína mostravam similaridade à uma fosfoproteína astro- 
cítica, a GFAP. Entre os aspectos comuns às duas proteínas 
estavam: a mobilidade eletroforét ica (ponto isoelétrico e peso
molecular); o mapeamento fosfopeptídico que sugeria a
possibilidade de uma analogia entre as -f osfoproteínas; a 
insolubilidade ao Triton X-100. Além destes, outros aspectos 
descritos paralelamente, apontavam a possibilidade de serem a 
ppH-47 e a GFAP a mesma proteína: a ontogenia pós-natal da p pH- 
47, detectada aos 10 dias (Salbego, 1990) e a ausência desta 
fosfoproteína em sinaptossomas, uma -fração neuronal-específica 
(Rodnight et al., 1991). Algumas caracteristicas da GFAP 
colocavam em dúvida sua identidade com a ppH-47, especialmente
com relação à distribuição regional (Patel et al., 1985), à
fosforilação Ca2+ independente (Noetzel, 1990) e à estimulação
com forbol (Harrison e Mobley, 1989).

Dois procedimentos de caracterização por "immunoblotting" 
■foram feitos com a ppH-47: 1. Usando o soro policlonal anti-GFAP 
da Sigma; 2. Usando um soro produzido contra a ppH-47, obtido de 
uma amostra hipocampal Triton-insolúvel, separada em SDS-PAGE, 
como descrito no item II.9.1.

A identificação da ppH-47 usando soro anti-GFAP é mostrado 
na figura £4. A amostra hipocampal analisada por eletroforese 
bidimensional, transferida para nitrocelulose e identificada com 
soro anti-GFAP apresenta uma única mancha correspondente a GFAP,

II1.6 IMUNOCARACTERIZAÇAO DA ppH-47
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coincidente com a mancha auto-radiográfica da ppH-47. A 
con-firmação de sua identidade com GFAP envolveu um estudo da 
distribuição regional (-figura 26) e da proteólise Ca2+ dependente 
(■figura 27) .

Na -figura 25 é mostrada a distribuição de ppH-47 na -fração 
Triton-insolúvel de regiões cerebrais, incluindo medula e corda 
espinhal. A banda auto-rad iográ-f ica da ppH-47 na -fração Triton- 
insolúvel está -fortemente presente em hipocampo, praticamente 
ausente em medula e bastante -fraca em corda espinhal.

No entanto, a imunoident i-f icação com anti-GFAP usando as 
mesmas amostras de algumas destas regiões cerebrais (-figura 26), 
mostra uma acentuada quantidade da GFAP em corda espinhal e uma 
menor quantidade nas áreas corticais, onde o hipocampo se 
destaca. A principal banda imunoreativa coincide com a posição da 
ppH-47.

A proteólise Ca2+ dependente da banda imunoidenti-ficada em 
hipocampo e corda espinhal com anti-GFAP está expressa na figura 
27. A corda espinhal mesmo incubada em meio sem Ca2+ apresenta 
uma banda secundária imunoreativa com anti-GFAP bastante 
evidente, que é acentuada com a incubação em meio com Ca2+. Além 
desta, pelo menos mais 4 bandas imunoreativas podem ser vistas 
nesta condição. Fatias hipocampais incubadas em meio com Ca2+ 
apresentam esta segunda banda imunoreativa, que está ausente na 
incubação sem Ca2+. Outras áreas corticais incubadas com Ca2+, 
como o hipocampo, apresentam esta banda secundária (figura 26).

Confirmando os dados de imunodentificação da GFAP em corda
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espinhal, onde a taxa de f osfor i lação é baixa, -foi -feito um 
experimento de co-migração de amostras Triton-insolúveis de 
hipocampo de corda espinhal. Aplicando quantidades equivalentes 
de proteína, -foi possível notar uma banda -fortemente corada com 
Coomassie não -f os-f or i 1 ada em corda espinhal, que tem a mesma 
mobilidade da banda auto-rad iográ-f ica da ppH-47 (dados não 
mostrados).

Um problema encontrado na imunocaracter ização -foi a de- 
-f os-f or i lação da ppH-47. A redução do tempo de "blocking" e a 
adição de NaF 20 mM no M-TBS, durante as diversas etapas parece 
ter reduzido, mas não evitado a def os-f or i lação.

A identificação da ppH-47 com o soro produzido contra essa 
proteína, preparado pelo Dr. Larson, foi feita por eletroforese 
bidimensional de amostra hipocampal (figura 28). A mancha corada 
na nitrocelulose corresponde a mancha auto-radiográfica da ppH- 
47. A imunoidentificação envolvendo diferentes áreas cerebrais 
(bulbo olfatório, córtex cerebral, hipocampo e corda espinhal) 
pode ser observado na figura 29. A banda imunoreativa, embora 
mais fraca nestas condições, mostrou uma similaridade aos 
resultados encontrados com anti-GFAP (figura 26).
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Figura 24. Imunoidentifícaçao da GFAP na amostra hipocampal 
marcada e analisada por eletro-forese bidimensional. A amostra 
hipocampal foi transferida para nítrocelulose e imuno- 
caracterizada com anti-GFAP. A seta indica a posição auto- 
radiográfica da ppH-47 na nitrocelulose (em A> e a mancha imuno- 
reativa correspondente (em B).

Figura 25. Auto-rad iogra-f ia 
da eletro-forese unidimensio­
nal da -fração Triton insolú­
vel de diversas regiões 
cerebrais : 1- Bulbo
ol-fatório; 2- Caudato; 3- 
Hipocampo; 4- Cerebelo; 5- 
Medula; 6- Corda espinhal.
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Figura 26.
Imunoidentificação da GFAP 
em diversas regiões 
cerebrais. As mesmas 
amostras da -fração Triton- 
insolúvel de algumas regiões 
cerebrais vistas na -figura 
25 -foram transf er idas para 
nitrocelulose e 
caracterizadas com soro 
anti-GFAP. i e 5, bulbo 
olfatório; 2, córtex cerebral; 3 e 7, hipocampo;
4 e 9, corda espinhal; 6, 
córtex cerebelar. A seta 
indica a principal banda 
imuno-reativa, corres­
pondente à ppH-47.

Figura 27. Imunoidentí-ficação de GFAP em 
-fatias de hipocampo e corda espinhal, 
incubadas em meio com e sem Ca2+: 1, 
Hipocampo sem Ca2+; 2, Hipocampo com 
Ca2+; 3, Corda espinhal sem Ca2+; 4, 
Corda espinhal com Ca2+. A seta indica a 
principal banda imunoreativa, 
correspondente a posição da ppH-47.
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Figura 28. Identificação da ppH-47 com anti-soro HE. A amostra 
hipocampal -foi analisada por eletroforese bidimensional e 
transferida para nitrocelulose.A imunodetecçio -foi feita com 
anti-soro HE, produzido contra ppH-47. A seta indica a mancha 
auto-radiográfiea da ppH-47 (à esquerda) coincidente com a banda 
imunoreativa (à direita).

:Í9ura 89. Imunoidentifícação da 
>pH-47 com anti soro HE na -fração 
"riton-insolúvel de diversas áreas 
rerebrais: i, bulbo olfatório; 2, 
:órtex cerebelarj 3, hipocampoj 4, 
:orda espinhal.
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IV DISCUSSRü

Identificação e mobilidade eletroforética da p pH-47. A 
eletroforese bidimensional, com uma primeira separação feita em 
função principalmente da carga elétrica protéica e uma segunda 
principalmente em função do peso molecular, ampliou enormemente o 
poder analítico do método eletroforético (0'Farrel, 1975;
0' Farrel et al., 1977). Este procedimento tem sido largamente 
utilizado no estudo de amostras cerebrais (Heydorn et al., 1983;
Rodnight et al., 1986; Semple-Rowland et al., 1991). Diversos
parâmetros devem ser considerados para garantir uma adequada 
qualidade da eletroforese bidimensional (Duncan e Hershey, 1984;
Hochstrasser et al., 1988; Marshall e Williams, 1991). 0 método
aqui empregado (Rodnight et al., 1986; Rodnight et al., 1988), 
usa a isoeletrofocalização não-equi1ibrada na primeira dimensão 
(0 'Farrel et al., 1977), que permite uma resolução mais rápida 
sem perda das proteínas básicas. Este método mantém bastante 
atualidade na busca de resolução e reprodutibi1 idade na análise 
protéica do tecido cerebral.

A concentração usualmente recomendada de proteína na amostra 
varia de 0,1 a 0,25 pg/^xl e a quantidade aplicada varia de 5 a 50 
*j1 (Heydorn et al . , 1983; Dunbar et al . , 1990). □ procedimento
utilizado (Rodnight et al., 1988), onde a concentração protéica é

IV.i CONSIDERAÇÕES ANALÍTICAS SOBRE A ppH-47
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de aproximadamente 2 gg/pil , permitiu a análise de uma volume 
variável de 15 a 50 ul de amostra, sem inter-ferir na resolução 
eletroforética da ppH-47. A alta resolução do procedimento é 
mostrada na figura 3, onde estão indicadas, além da ppH-47, 
algumas das principais fosfoproteínas cerebrais já descritas tais 
como Sinapsina I (Greengard, 1987), MARCKS (Stumpo et al., 1989;
Erusalimsky et al . , 1991) e B-50/GAP 43 (Coggins e Zwiers, 1991) 
e algumas outras não tão bem caracterizadas como a ppC-50 e o 
complexo fosfopeptidico de 40 KDa (Rodnight e Leal, 1990).

A fração Triton-insolúvel, enriquecida em ppH-47, quando 
analisada por eletroforese unidimensional, apresenta banda 
correspondente à ppH-47, identificada pela mobilidade, dis­
tribuição regional e pelo mapeamento fosfopeptídico. A identi­
ficação da ppH-47 nessa fração, por eletroforese unidimensional, 
facilitou a sua caracterização, permitindo analisar e comparar 
diversas amostras simultaneamente. A mobilidade da ppH-47 em SDS- 
PA6E foi analisada pelo Ferguson "plot". A interação SDS-proteína 
é variável de proteína para proteína, podendo a determinação do 
peso molecular ser superestimada devido a pequena migração em 
SDS-PAGE, como acontece com a MARCKS, B-50 e o neurofilamento de 
alto peso molecular (Erusalimsky et al., 1991). A ppH-47
apresenta pequena variação no peso molecular aparente (47 a 51 
KDa) em diversas concentrações de gel SDS-poliacrilamida (6 a 
15%). No entanto, a regularidade da migração da ppH-47, ao 
Ferguson "plot", aponta a possibilidade de estimar o seu peso 
molecular em SDS-PAGE (Neville, 1971).
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Análise estrutural da ppH-47. A determinação do sítio 
fosforilado da ppH-47 envolveu dois procedimentos: A, hidrólise 
alcalina dos resíduos fosforiladosnas no gel e B, análise do 
fosfoaminoácidos resultantes da hidrólise ácida da fosfoproteína 
eluida do gel. 0 mapeamento fosfopeptídico da ppH-47 foi feito 
com prótese V8.

Os resíduos de serina e treonina, diferentemente da 
tirosina, são álcali-lábeis (Cooper et al , 1983; Duelos, 1991) e 
a identificação de resíduos fosforilados em tirosina de proteínas 
do sistema nervoso tem sido feita por hidrólise alcalina (Hama e 
Guroff, 1985; Ellis et al., 1988). Desta forma a hidrólise 
alcalina no gel de poliacrilamida, como mostra a figura 9, indica 
a natureza álcali-lábil do(s) resíduo(s) fosforilado(s) da ppH-47 
e da maioria das fosfoproteínas analisadas, afastando ou 
reduzindo a possibilidade de fosforilação em tirosina. A 
separação dos fosfoaminoácidos resultantes da hidrólise ácida da 
ppH-47 eluida do gel, mostrou a fosforilação aparentemente 
exclusiva em serina.

Na figura 9, também é possível notar a resistência do sítio 
fosforilado da B-50 à hidrólise alcalina. Este resultado foi 
inesperado, pois o o sítio fosforilado desta fosfoproteína é 
reconhecidamente serina, na posição 41 (Chan et al., 1986; Graff 
et al., 1989; Apel et a l ., 1990; Coggins e Zwiers, 1991). Um
outro sitio fosforilável também em serina tem sido proposto 
(House et al., 1987). 0 resultado encontrado justifica a
necessidade de determinar o sítio fosforilado por mais de um
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método (Kosma et al . , 1990), especialmente pela possibilidade de 
artefatos durante essa determinação (Weller, 1979).

0 mapeamento peptídico "in situ" com protease V8 de 
Staphyloccus aureus (Cleveland et al., 1977) tem sido usado 
frequentemente na identificação estrutural de fosfoproteínas 
cerebrais (Browning e Ruina, 1984; Zwiers et al, 1985; Yip e 
kelly, 1989). A proteólise da ppH-47 por este procedimento 
mostrou dois fosfopeptídeos resultantes com peso molecular 
virtual de 28 e 24 KDa em SDS-PAGE 15% (figura 11). 0 mapeamento 
fosfopeptídico permitiu estabelecer conclusivãmente a identidade 
da ppH-47 na fração Triton-insolúvel, analisada por eletroforese 
unidimensional (figura 12). E difícil estabelecer uma homologia 
entre mapeamentos fosfopeptídicos, obtidos em diferentes 
condições. No entanto, o mapeamento da ppH-47 lembra o mapeamento 
fosfopeptídico obtido com a GFAP (Browning e Ruina, 1984), <uma 
fosfoproteína astrocítica com outras caracteríticas similares à 
ppH-47, bem como parece não apresentar analogia com o mapeamento 
da subunidade alfa da PQ CaM II (Kelly et al., 1984), uma 
proteína bastante abundante em hipocampo, especialmente na fração 
citoesquelética das densidades pós-sinápticas e cuja fosforilação 
é Ca2+/calmodulina dependente (Yip e Kelly, 1989; Kelly, 1992).

Estudo da solubilidade da ppH-47. 0 fracionamento sub-
celular de C32P1fosfoproteínas marcadas "in vivo" ou usando 
tecido intacto é bastante dificultado pela possibilidade de 
defosforilação. Dois inibidores de fosfatases estavam presentes 
na homogeneização das fatias hipocampais: Fluoreto de sódio e
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EDTA, este último também usado na inibição de proteases, 
juntamente com o PMSF. 0 uso do -fluoreto tem sido largamente 
empregado no estudo da fosforilação proteica cerebral (Jones et 
al., 1989; Haavik et al, 1989). 0 Zn2+ é um potente inibidor de
-fos-fatases cerebrais (Forn e Greengard, 1978), incluindo as 
proteína-fosfatases que atuam em sítios de tirosina (Gordon, 
1991), porém seu não uso aqui -foi devido à incompatibilidade com 
quelantes e à possibilidade de ativação de proteases Zn2+ 
dependentes (Orlowsky, 1988). Além disso, o Zn2+ parece alterar o 
fracionamento protéico com Triton X-100 (dados não mostrados).

0 -fluoreto, como sugere a -figura 7, parece ter reduzido a 
de-fos-for i lação da ppH-47 durante a homogeneização das -fatias 
hipocampais marcadas. Também nesta figura é possível notar o 
efeito do fluoreto de proteção sobre a fosforilação da B-50 (De 
Grann et al., 1988).

A ppH-47 não foi solubilizada pela ação de quelantes ou pela 
variação da força iônica do meio (Penefky e Tzagolff, 1971; 
Hjelmeland e Chranmbach, 1984). Na figura 14 é possível perceber 
que o complexo fosfopeptídico de 40 KDa mostrou-se bastante
solúvel em meio isoiônico e de alta força iônica. A ppH-47
resistiu a extração alcalina, ao contrário da B-50 (Zwiers et
al., 1985; Perrone-Bizzozero et al., 1988; Changelian et al.,
1990). Esse comportamento insolúvel da ppH-47 à extração pela 
ação de quelantes, variação da força iônica ou pH afastou a 
possibilidade de tratar— se de uma proteína associada à membrana e 
apontou a necessidade do uso de detergentes (Hjelmeland, 1990).
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Diversos detergentes usados na solubi1ização de receptores 
cerebrais foram experimentados na extração da ppH-47 (Hampson et 
al., 1987; Ho et al., 1987; El Mestikawy et al . , 1989; Kavanaugh
et al., 1989; Brose et al . , 1989; Takazawa et al . , 1989).
Excetuando-se ao SDS todos falharam na tentativa de solubi- 
lização, nas condições usadas. 0 "pellet" Triton-insolúvel 
mostrou ser uma fração bastante enriquecida de ppH-47, no qual 
mais de 80% das C32P3fosfoproteínas analisadas em eletroforese 
bidimensional estavam ausentes e 90% ou mais da ppH-47 permanecia 
(Gonçalves et al., 1990b). A extração com detergentes a partir 
desse "pellet" também foi inefetiva (tabela 2). A uréia a 6-8M 
foi bastante efetiva na solubi1ização da ppH-47.

0 comportamento Triton-insolúvel da ppH-47 sugere tratai— se
de uma proteína do citoesqueleto (Chiu et al., 1981). A sua
ausência na fração sinaptossomal, evidenciada por um experimento 
de co-migração desta fração com o "pellet" Triton-insolúvel 
(Rodnight et al., 1991), levou-nos a pensar na labi 1 idade do 
sistema fosforilante da ppH-47 nesta ou na sua inexistência nesta 
fração neuronal-específica.

Identificação de uma suposta ppH-47 em outras espécies. A 
identificação da ppH-47 em outras espécies (boi, coelho, cobaia e 
camundongo), baseada em algumas caracteristicas bioquímicas da 
fosfoproteína em rato (Rodnight et al., 1991), foi tentada com o 
objetivo de descobrir outras possíveis fontes de amostra para 
caracterização/purificação da ppH-47.

Excetuando-se à amostra bovina, as demais espécies
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analisadas (coelho, cobaia e camundongo) apresentaram claramente 

uma -fos-foproteína mais presente em hipocampo que caudato ou 
córtex cerebral, cuja fosforilação era Ca2+ dependente e que 
apresentava um comportamento bastante insolúvel. Apresentam, no 
entanto, pequenas variações entre si e em relação à ppH-47 do 
rato no que refere ao peso molecular em SDS-PAGE e ao ponto 
isoelétr ico.

A suposta ppH-47 em boi, ao contrário das outras espécies, 
embora não tenha apresentado uma distribuição regional muito 
evidente e nem uma fosforilação Ca2+ dependente, a fosfoproteína 
apresentou uma similar insolubilidade em Triton X-100 e álcali, 
bem como apresentou uma idêntica mobilidade eletroforética. A 
fosforilação da ppH-47 independente de Ca2+ em boi, pode ser 
devido à idade dos animais analisados. Ratos jovens também 
apresentam essa característica (Wofchuck e Rodnight, 1990). A 
ausência do fosfopeptídeo maior no complexo de 40 KDa em boi 
(peptídeo 6), que está de acordo com padrão ontogenético imaturo 
em rato (Salbego, 1990), confirma essa possibilidade. No entanto, 
uma confirmação mais conclusiva da ppH-47 em boi e outras 
espécies deverá envolver a imunoidentificação e a análise 
estrutural da fosfoproteína supostamente correpondente à ppH-47.

Eletrotransferência da ppH-47 do gel de poliacrilamida para 
membrana de nitrocelulose. A eletrotransferência de proteínas do 
gel de poliacrilamida para matrizes imobilizadas tem se tornado 
um importante instrumento na investigação protéica (Gershoni e 
Palade, 1983; Beisigel et al., 1986; Timmons e Dunbar, 1990). As
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proteínas trans-fer idas são acessíveis às diversas
caracterizações, tais como identificação com anticorpos, 
afinidade por lectinas, calmodulina, Ca2+, bem como permitem a 
produção de anticorpos (Abou-Zeid et al., 1987) e o
sequenciamento (Aebersold et al., 1987). 0 processo de
transferência protéica tem duas fases distintas: uma de eluição 
do gel e outra de adsorção à membrana. A eluição de proteínas do 
gel é facilitada pela presença de SDS, mas esta substância 
interfere na adsorção à membrana. 0 metanol comumente é usado 
para melhorar a eficência de adsorção à membrana.

0 processo utilizado, de "semidry eletroblotting", permite a 
obtenção de um campo elétrico alto e uniforme, sem um aquecimento 
excessivo e bastante econômico, em relação ao volume de tampão 
usado (Svoboda et al., 1985).

Muitos tampões e procedimentos têm sido propostos para 
eletrotransferência de proteínas insolúveis (Ito e Akiyama, 1985; 
Small et al., 1988; Wang et al., 1989). 0 uso do tampão de
Bjerrum e Schafe»— Nielsen com baixa força iõnica e mais alcalino 
em relação ao tampão de Towbin (Heegaaard e Bjerrum, 1988) foi 
mais efetivo na eluição da ppH-47 do gel. Uma equilibração curta 
(menos de 1 minuto) do gel nesse tampão sem SDS mostrou-se mais 
efetiva da transferência que uma equilibração longa (10-15 min) 
com SDS (0,04%). A equilibração longa conduz a uma expansão do 
gel, bem como pode dificultar a eluição protéica do gel, não 
somente pela remoção do SDS mas pela redução da porosidade do gel 
(Gershoni e Palade, 1982; Garfin e Bers, 1989).
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Um outro método de eletrotrans-f erênc ia -foi aqui proposto 
(item 11.10), no qual a proteina é eletrotransferida de um 
•fragmento de gel reidratado para uma membrana de nitrocelulose 
(ou nylon), usando um gradiente descontínuo de densidade, onde a 
proteína transferida passa por duas fases, uma favorável à 
eluição protéica pela presença de SDS e outra favorável à 
adsorção pela presença do metanol. □ método tem várias vantagens 
sobre o método convencional de eletrotransferência. Primeiro, 
depois de uma apropriada reidratação e equilibração num tampão 
contendo SDS, as proteínas ácido-fixadas podem ser eluidas do gel 
préviamente usado para auto-radiografia; além disso, quantidades 
de SDS relativamente altas podem ser usadas no meio de 
equilibração sem interferir subsequentemente a adsorção à 
membrana. Segundo, uma concentração significante de uma proteína 
desejada pode obtida por transferência de vários fragmentos de 
gel para uma única membrana. Terceiro, bandas de proteínas com 
migração muito próxima no gel de poliacrilamida podem após a 
fixação e secagem do gel ser cortadas e separadas 
convenientemente, antes da eletrotransferência. Finalmente, o 
método é altamente econômico no uso de membranas.

Uma cuba para eletrotransferência foi convenientemente 
desenhada (figura 2), tendo cuidado especial com a homogeneidade 
do campo elétrico gerado e o aquecimento produzido. (Gershoni et 
al., 1985; Svoboda et al., 1985).

0 método permitiu uma eficiente transferência da ppH-47, 78­
84% (tabela 3), usando 0,2 ou 2% de SDS no meio de equilibração e
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uma corrente constante de 5 mA. A mesma eficiência foi obtida na 
transferência da ppH-47 para a membrana de nylon, usando 2% de 
SDS no meio de equi1ibração. Considerando que a membrana de nylon 
é particularmente sensível ao SDS (Tovey e Baldo, 1989), o 
resultado mostra que quantidades significantes do detergente não 
são transferidas com a proteína.

Usando as mesmas condições de transferência (tempo, corrente 
e meio de equi1ibração), a recuperação de outras fosfoproteínas 
testadas, sinapsina I e MARCKS, foi mais baixa que a obtida com a 
ppH-47 (tabela 4). E bem conhecido que a eficiência da 
transferência para nitrocelulose varia de proteína para proteína, 
muito em função do peso molecular. Isto poderia explicar a baixa 
transferência da sinapsina I, sob estas condições. Entretanto, no 
caso da MARCKS, além da baixa eluição, uma quantidade baixa e 
varivel da proteína foi detectada na membrana de nitrocelulose. A 
MARCKS é uma fosfoproteína acilada com alto conteúdo de 
aminoácidos ácidos e baixo conteúdo de resíduos hidrofóbicos 
(Erusalimsky et al., 1991). Talvez o uso de outro detergente na 
equi1ibração pudesse aumentar sua eluição e outras condições de 
transferência - tempo e corrente , pudesse melhorar a sua 
adsorção á membrana de nitrocelulose.

0 procedimento proposto utilizou géis previamente secos para 
autoradiografia, mas não há razão para duvidar que não funcione 
com géis logo após a SDS-PABE. No entanto, com procedimentos 
usando proteínas radio-marcadas é muito mais conveniente usar 
géis secos para obter auto-radiografias já que usando géis
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molhados, embora possível, é tecnicamente trabalhoso.
0 método descrito é bastante simples, rápido e econômico 

na eletrotransferência de proteínas ácido-fixadas em -fragmentos 
secos de poliacrilamida para pequenos discos de nitrocelulose. 
Este procedimento poderá permitir a obtenção de pequenas 
quantidades protéicas necessárias ao microsequenciamento e outros 
estudos.

II.2 CONSIDERAÇÕES SOBRE A IDENTIDADE DA p pH-47
A p pH-47 durante o curso de sua caracterização mostrava 

similaridades com uma fosfoproteína bem conhecida - a 6FAP, uma 
proteína originalmente descrita em astrócitos fibrosos (Eng et 
al., 1971).

Muitas características , incluindo a fosforilação, a 
solubilidade e a ontogenia, apontam a similaridade entre a 6FAP e 
a ppH-47.

Fosforilação da GFAP. A forma fosforilada da 6FAP (50K-6.1) 
foi inicialmente identificada em cultura de células de glioma, 
analisadas por eletroforese bidimensional, onde a fosforilação (e 
a síntese) da proteína era estimulada via AMPc (Browning e Ruina, 
1984). Pequena proporção da GFAP era fosforilada, em cultura de 
astrócitos estimulada com AMPc (Browning e Ruina, 1984; McCarthy 
et al., 1985). A fosforilação da GFAP, em cultura de astrócitos, 
com ésteres de forbol evidenciou o possível envolvimento da PQC 
(Harrison e Mobley, 1989). Porém, o efeito sobre a GFAP com PMA 
(12-miristato, 13-acetato de forbol) foi menor que o obtido com
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dAMPc (dibutiril AMPc). A fosforilação via PQA e PQC da GFAP tem 
sido confirmada em fatias cerebrais de ratos jovens (Noetzel,
1991) e na fração citoesquelética de astrócitos, incubada com 
C32P1ATP e quinases purificadas (Harrison e Mobley, 1992). A 
fosforilação da GFAP também tem sido obtida incubando fatias 
cerebrais em meio livres de cálcio (Noetzel, 1990).

Além disso, uma atividade quinase, independente da PQA e 
PQC, foi detectada nessa fração citoesquelética, dependente de 
Mg2+ e estimulada pela presença de Ca2+/calmodulina (Harrison e 
Mobley, 1992).

Solubilidade da GFAP. A identificação imunológica da GFAP na 
matéria cerebral branca humana e em outras espécies (boi, ovelha, 
cão, coelho, rato, peixe e tubarão) foi feita na fração 
solubilizada com tampão fosfato 10 mM e CaCl2 (Dahl e Bignami, 
1973). Diferenças no padrão eletroforético foram observados entre 
as espécies analisadas.

A solubi1ização da GFAP foi obtida com tampões de baixa 
força iônica em pH neutro (Rueger et al., 1979), provavelmente
devido a dissociação de filamentos intermediários que pode 
ocorrer nestas condições (Malloch et al., 1987). No entanto,
somente uma pequena fração da proteína (menos de 20%) é
solubilizada nestas condições (Patel et al. , 1985). A
solubilidade desta proteína em tampão fosfato 50 mM era
extremamente aumentada pela adição de uréia 6-8 M. 0 uso de EDTA 
na homogeneização, embora reduza a proteólise da GFAP (Schlaepfer 
e Zimmerman, 1981), diminui a solubi1ização desta proteína
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(Reuger et al . , 1979).
Com o uso de detergentes neutros (Hynes e Destree, 1978; 

Chiu et al . , 1981) foi possível obter uma fração insolúvel,
enriquecida em GFAP. A fração Triton-insolúvel tem sido 
frequentemente usada no estudo da GFAP (Browning e Ruina, 1984; 
Malloch et a l ., 1987; Noetzel, 1990; Harrison e Mobley, 1992). A 
inclusão do NaF, aqui usada para inibir as fosfatases, pode ter 
contribuido à estabilização da fração citoesquelética (Baumgold 
et al., 1981; Gallant et al., 1986).

Ontogenia da GFAP. 0 estudo ontogenético da GFAP, em 
camundongo, mostrou ter a proteína um aparecimento pós-natal 
tardio, em torno do décimo segundo dia (Jacque et al., 1976). A 
composição de filamentos intermediários na fração citoesqelética 
astroglial muda durante o desenvolvimento, com alta relação 
vimentina/GFAP em ratos recém-nascidos e baixíssima em ratos 
adultos, onde predomina a GFAP (Tapscott et al., 1981; Yen e
Fields, 1981).

A quantidade de GFAP na fração Triton-insolúvel aumenta com 
o desenvolvimento e a quantidade de proteína solúvel, em tampão 
isoiônico sem Triton, permanece constante neste período (Malloch 
et al., 1987). Resultado contrário a este , com relação a
quantidade de proteína solúvel foi descrito anteriormente (Weir 
et al., 1984), onde a GFAP solúvel aumentava proporcionalmente 
durante o desenvolvimento.

A incorporação de C3HDaminoácidos e C32P3fosfato à GFAP, em 
fatias cerebrais de rato, indica um desenvolvimento pós-natal com
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um pico de síntese em torno de 6-7 dias e a incorporação mais 
acentuda de 32P no décimo dia (Noetzel, 1990). A acumulação de 
GFAP após esse pico de síntese deve-se provavelmente a redução na 
degradação da proteína (Noetzel, 1990; Tardy et al., 1989).

Outra importante característica da GFAP é sua proteólise. 0 
estudo da degradação da GFAP em tecido cerebral e homogenato, em 
rato e boi, revelou múltiplas bandas imuno-reativas, onde duas 
bandas apresentavam maior estabilidade, 40 e 45 KDa em SDS-PAGE 
(Dahl, 1973). A proteólise da GFAP postmortem é Ca2+ dependente, 
similar aos neurof i lamentos (Schlaep-fer e Zimmerman, 1981; 
DeArmond et al., 1983). A análise de diversas áreas cerebrais por 
"immunoblotting" com anti-GFAP permite observar a diferença das 
quantidades de produtos proteolíticos da GFAP, bastante mais 
acentuados em corda espinhal (Patel et al., 1985). A degradação
da GFAP ocorre mesmo na presença de inibidores de proteases 
(Malloch et al., 1987), sugerindo uma degradação "in vivo" ou 
ocorrendo entre a morte e a homogeneização do tecido.

Em suma, as similaridades entre a GFAP e a p pH-47 incluem:
1. 0 peso molecular e o ponto isoelétrico. A ppH-47 

mostrou um peso entre 47—51 KDa em SDS-PAGE e um ponto 
isoelétrico de 6.3, bastante similar aos 50 KDa e pi 5,7-6,1 
da GFAP (Browning e Ruina, 1984; Winsky et al., 1989);

2. A insolubilidade ao Triton X-100 (Chiu et al., 1981),
bem como a solubi1ização com uréia 6M (Dahl, 1976);

3. 0 mapeamento fosfopeptídico com protease V8 (Browning 
e Ruina, 1984), embora não conclusivo devido a comparação
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indireta, sugere uma analogia entre a ppH-47 e a GFAP;
4. A ontogenia pós-natal da ppH-47 detectável aos 10

dias compara-se ao desenvolvimento da GFAP (Malloch et al.,
1987; Noetzel, 1990);

5. A ausência da ppH-47 na fração sinaptossomal de
amostras hipocampais (Rodnight et a l ., 1991).

No entanto, alguns aspectos colocavam dúvidas à identidade 
da GFAP com ppH-47:

1. A distribuição cerebral da GFAP, identificada 
imunologicamente, é mais acentuada em corda espinhal e bulbo
olfatório que em outras áreas corticais (Patel et al., 1985;
Winsky et al., 1989). A C32PDfosforoteína ppH-47, detectada auto- 
radiograficamente, ao contrário da GFAP, é predominantemente 
encontrada no hipocampo (Rodnight e Leal, 1990) e muito pouco em 
medula e corda espinhal (vide figura 25). A presença no bulbo 
olfatório da ppH-47 pode ser vista nas figuras 6 e 25. Existe uma
variação sub-regional da quantidade de ppH-47 no bulbo olfatório
(Rodnight e Leal, dados não publicados). No entanto, essa 
diferença entre os dados da distribuição cerebral da GFAP e ppH- 
47, devido a diferença metodológica de caracterização, não exclui 
a identidade entre elas. Sendo assim, se estas bandas 
correspondem a mesma proteína, devem estar sujeitas a atividades 
diferentes de quinases e fosfatases;

2. A fosforilação da GFAP é independente de Ca2+ em
fatias cerebrais fatias cerebrais (Noetzel, 1990). No entanto,
esses resultados foram obtidos utilizando ratos jovens, com menos
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de 20 dias. Resultado similar com a ppH-47 foi descrito em fatias 
hipocampais de ratos jovens (Wofchuk e Rodnight, 1990; Rodnight 
et al . , 1991).

3. A identificação do sítio fosforilado na GFAP como 
sendo nos resíduos de serina e treonina, onde a incorporação de 
C32P3fosfato foi a mesma em ambos os resíduos (Noetzel, 1990), 
difere do resultado obtidos com a ppH-47, no qual a serina é 
aparentemente o único resíduo fosforilado. No entanto, o resíduo 
de treonina fosforilado não foi confirmado em outro trabalho de 
identificação sítio fosforilado na GFAP incubando cultura de 
astrócitos com C32P3fosfato (Harrison e Mobley, 1991). Mesmo 
estimulando a fosforilação da GFAP com forbol e AMPc o único 
sítio fosforilado encontrado foi serina. Além disso, a 
fosforilação da GFAP na fração citoesquelética com C32P3ATP, 
evidenciou a serina como predominante sítio fosforilado, na 
presença de Ca2+/calmodulina (Harrison e Mobley, 1992).

4. A estimulação da fosforilação da GFAP com forbol 
(Harrison e Mobley, 1989) é bastante contraditória aos resultados 
até agora obtidos com ppH-47 (Salbego e Rodnight, dados não 
publicados). A insensibilidade da ppH-47 ao PDBu em fatias 
hipocampais pode ser visto na figura 7. No entanto, os resultados 
até agora publicados por Harrison e Mobley (1989 e 1991), foram 
obtidos a partir de cultura de astrócitos.

Todos estes fatos, indicando ou não excluindo a 
possibilidade de ser a ppH-47 a forma fosforilada da GFAP 
apontaram a necessidade da imunocaracterização da ppH-47 com o
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soro anti-GFAP.
A caracterização imunológica com soro policlonal anti-GFAP e 

o soro anti-HE, produzido contra a ppH-47, permitiu a iden­
tificação da ppH-47 com a GFAP. Fazendo a imunocoloração com DAB, 
uma única mancha da GFAP foi visível na análise bidimensional, 
coincidente com a mancha auto-radiogáfica da p pH-47.

A distribuição regional cerebral da principal banda 
imunoreativa da GFAP, na fração Triton insolúvel e coincidente 
com a banda auto-radiográfica da ppH-47, está em acordo aos 
resultados obtidos por Patel e colaboradores (1985). A intensa 
presença de GFAP na corda espinhal em comparação as demais áreas 
pode ser visto. A banda imunoreativa secundária abaixo da banda 
principal, provavelmente um produto proteolítico da GFAP, está 
fortemente presente em corda espinhal e menos acentuadamente nas 
áreas corticais e bulbo olfatório.

A confirmação da origem desta banda inferior é mostrada na 
figura 27. A banda resulta da proteólise da GFAP, evidenciada 
pela presença de Ca2+ durante a incubação das fatias, em acordo 
ao mecanismo de degradação Ca2+ dependente postulado aos 
filamentos intermediários (Schlaepfer e Zimmerman, 1981; DeArmond 
et al., 1983).

A identificação da ppH-47 com soro anti-HE, também mostrou 
uma única mancha corada com DAB e correspondente á mancha auto- 
radiográfica da p pH-47. A distribuição regional cerebral da banda 
imuno-reativa com este soro mostrou similaridade aos resultados 
obtidos com anti-GFAP.
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Na imuno-identificação com anti-GFAP também é possível 
perceber nas -figuras uma banda imuno-reativa difusa superior à 
GFAP/ppH-47. Esta banda possivelmente corresponda a outro outro 
filamento intermediário ou à produto proteolítico deste (Pruss et 
al., 1981), mas não provavelmente à vimentina já que este
filamento encontrado em astrócitos é caracterítico de animais 
jovens (Tapscott et al., 1981; Yen e Fields, 1981).

Embora as limitaçãoes do método de coloração com DAB, na 
avaliação quantitativa das amostras analisadas, fica evidente a 
diferença entre as amostras. Há diferenças indubitáveis entre o 
hipocampo e a corda espinhal. 0 hipocampo apresenta uma altíssima 
taxa de fosforilação da ppH-47 comparada à corda espinhal, 
enquanto esta apresenta uma quantidade de GFAP muito maior, pelo 
menos 3 vezes maior a julgar pela banda imunoreativa e pela 
coloração com Coomassie no gel. Desta forma a relação 
fosforilação/quantidade de proteína, pode indicar diferentes 
sistemas de fosforilação no hipocampo e corda espinhal, isto é, a 
diferença da fosforilação pode ser atribuida a diferença na 
atividade da(s) quinase(s) e fosfatase(s) envolvidas ou ainda, 
pela diferença entre as isoformas da proteína nessas regiões.

Além disso, a sensibilidade á degradação Ca2+ dependente 
da GFAP parece ser mais acentuda em corda espinhal, do que em 
hipocampo e outras áreas corticais. Isto talvez indique que o 
mecanismo proteolítico da GFAP/ppH-47 em corda espinhal tenha 
maior atividade ou seja diferente do mecanismo em hipocampo. Isto 
está de acordo com a observação feita por Dahl (1976), com
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relação a degradação regional di -ferenc iada da GFAP.

II.3 CONSIDERAÇÕES SOBRE AS MODIFICAÇÕES POS-TRANSLACIONAIS DA 
GFAP/ppH—47

A -fosforilação e a proteólise de filamentos intermediários 
são duas modificações pós-translacionais bem descritas (Eagles et 
al., 1981; Carden et al., 1985; Gallant et al., 1986). A
modificação proteica por fosforilação é um mecanismo celular 
regulatório extensamente caracterizado (Hankes et al., 1988;
Edelman et al., 1987) e particularmente importante na atividade 
cerebral, a julgar pela diversidade de quinases, fosfatases e 
substratos proteicos neste tecido (Cohen, 1982; Mal las e 
Greengard, 1991; Rodnight e Wofchuk, 1992).

A proteólise Ca2+ ativada tem frequentemente sido associada: 
ao "turnover" de filamentos intermediários, envolvido na 
plasticidade celular; às modificações funcionais, especialmente 
de neurofilamentos no transporte axonal; à degeneração neural 
(Nixon et al., 1982; Gallant et al., 1986; Siesjo et al., 1989;
Arrigoni e Cohadon, 1991).

A fosforilação da GFAP, como a dos demais filamentos 
intermediários, tem sido relacionada ao mecanismo de formação 
fibrilar (Malloch et al., 1987). No entanto, a fosforilação/ 
defosforilação parece não ser o principal mecanismo envolvido na 
polimerização da GFAP (Noetzel, 1990). Por outro lado a 
degradação da GFAP, que como os demais filamentos intermediários 
tem um mecanismo Ca2+ dependente, tem sido frequentemente
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associada à degeneração neural (Siesjo et al., 1989; Haglid et
al . , 1991). No entanto, não -fica descartada a possibilidade de
que os produtos proteoliticos sejam mensageiros da resposta 
celular ao dano causado ou outro estímulo Ca2+ liberador.

Sendo assim, é possível conceber a GFAP/ppH-47 como 
substrato de dois sistemas regulatórios distintos : um fosfo-
rilante/defosforilante e outro proteolítico, envolvidos em 
respostas celulares diferentes ou não. 0 glutamato que estimula a 
fosforilação da ppH-47, de maneira CaS+ dependente, em fatias 
hipocampais de animais jovens (Wofchuk e Rodnight, 1990), 
possivelmente estimule a degradação da GFAP nestas fatias, devido 
ao comprovado efeito protetor sobre a proteólise desta proteína 
que exerce o MK 801, um antagonista não-competitivo do NMDA 
(Haglid et al., 1991).

A relação entre o estado de fosforilação da GFAP/ppH-47 e a 
suscetibi1 idade à degeradação está em aberto e talvez aponte para 
um papel protetor da fosforilação sobre a proteólise Ca2+ 
dependente. Isto é grosseiramente sugerido pelas diferenças entre 
os sistemas fosforilante e proteolítico, em hipocampo e corda 
espinhal. Esta possibilidade encontra apoio no fato de que as 
proteases Ca2+ dependentes atuantes sobre o citoesqueleto 
possivelmente estejam envolvidas na mediação da degeneração 
celular (Arai et al., 1991) e que a proteção de neurônios
hipocampais à lesão isquêmica aparentemente envolve a inibição da 
proteólise Ca2+ ativada (Lee et al., 1991).

A diferença entre hipocampo e corda espinhal com relação a
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fosforilação e proteólise da GFAP/ppH-47, permite supor sistemas 
pos-translacionais distintos, com atividades distintas nessas 
regiões. 0 sistema fosfori lante da GFAP/ppH47, entre hipocampo e 
corda espinhal, aponta a possibilidade de uma variabi1 idade 
microreg ional desse sistema f osfor i lante, envolvendo diferentes 
quinases, fosfatases e isoformas da GFAP.

Além da variabilidade regional, o sistema fosforilante da 
ppH-47 em hipocampo apresenta uma Ca2+ dependência idade- 
dependente (Rodnight et al., 1991). Portanto, além da
variabilidade regional desse sistema, deve ser considerada a 
variabilidade temporal, isto é, desenvolvimental. Neurônios hi- 
pocampais apresentam uma alta atividade quinase Ca2+ /calmodulina 
dependente (Ocorr et al., 1991), cuja dependência ao Ca2+ diminui 
acentuadamente pela auto-fosforilação (Ocorr e Schulman, 1991; 
Molloy e Kennedy, 1991). Este tipo de modificação não jus­
tificaria a variabilidade desenvolvimental do sistema fos­
fori lante da ppH-47 em astrócitos. No entanto, essa variabilidade 
desenvolvimental poderia ser similar a que acontece em neurônios 
granulares e piramidais do hipocampo, onde a atividade quinase 
Ca2+/calmodulina dependente e expressa somente no período 
pré-natal e no adulto (Jensen et al., 1991).

A variabilidade regional e ontogenética dos sistemas 
fosforilantes poderia explicar a discrepância dos resultados 
obtidos com o forbol sobre a GFAP/ppH-47. No entanto, também deve 
ser levado em conta o fato de que o efeito do forbol sobre a 
fosforilação da GFAP foi descrito em cultura de astrócitos
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(Harrison e Mobley, 1989), onde a ausência da matriz extracelular 
pode alterar a resposta celular (Getzemberg et al., 1990) e o 
meio de cultura usado pode determinar o estágio de diferenciação 
astrocítica (Raff et al., 1983). Além desta dúvida, muitas outras 
permanecem, especialmente com relação á síntese/polimerização da 
GFAP (Weir et al., 1984; Malloch et al., 1987; Noetzel, 1990) e 
com relação a imuno-reatividade de seus produtos proteolíticos 
(Dahl, 1976).

IV.4 CONSIDERAÇÕES SOBRE 0 POSSÍVEL ENVOLVIMENTO FUNCIONAL DA 
GFAP/ppH-47

0 papel da GFAP na atividade cerebral tem sido intensamente 
investigado, especialmente com relação á lesão nervosa. A síntese 
da GFAP, em adultos, aumenta paralelamente ao aumento astrocítico 
em resposta à lesão neural, incluindo doença de Alzheimer, 
epilepsia e esclerose múltipla (Himelberg e Norenberg, 1989; 
Harpin et al., 1990) e o efeito de diversos agentes neuro-nocivos 
sobre a síntese GFAP tem sido demonstrado (0'Callagham et al., 
1991; Karlsson et al., 1991; Hansen et al., 1991).

Possivelmente a fosforilação e/ou proteólise da GFAP/ppH-47 
estejam envolvidas na atividade funcional astrocítica. Os 
astrócitos aparentemente estão envolvidos no processamento de 
neurotransmissores, no controle da composição iônica extra- 
celular, na regulação do crescimento neuronal, na manutenção da 
barreira cérebro-sangue e na resposta imunológica (Himelberg e 
Norenberg, 1989). A compreensão da função astrocítica e da
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síntese de sua proteína específica é central na compreensão da 
atividade cerebral (Besnard et al . , 1991).

Morfologicamente os astrócitos são classifiçados em fibrosos 
e protoplasmáticos, que se encontram predominantemente na matéria 
branca e cinzenta, respectivamente (Bradford, 1986). No entanto, 
essas diferenças podem ser devido ao diferente meio envolvente e 
não correspondem a tipos celulares distintos. Na matéria branca, 
há pelo menos dois tipos de astrócitos 1 e S, distintos 
estrutural e imunologicamente (Raff et al., 1983). Na matéria 
cinzenta os tipos celulares não têm sido claramente clas­
sificados, podendo apresentar variações regionais (Barres et al.,
1990). Alguns astrócitos poderiam, devido a sua localização, 
estar diretamente envolvidos na atividade neuronal, mais do que 
simplesmente dando suporte a esta atividade. Essa diferenciação 
astrocítica, poderia explicar as diferenças encontradas entre a 
GFAP/ppH-47 do hipocampo e corda espinhal, isto é, sendo a p pH-47 
isoforma fosforilada da GFAP, o sistema fosforilante poderia 
estar mais ativo num determinado tipo de astrócito.

Aparentemente há uma estreita relação entre a atividade 
funcional do neurônio e o conteúdo astrocítico de GFAP (Steward 
et al., 1991). Recentemente foi sugerida uma dinâmica comunicação 
neurônio-glial envolvendo receptores e canais iônicos astro- 
cíticos tipo S (Barres et al. , 1989). A proteólise da GFAP via 
NMDA (Haglid et al., 1991) e a fosforilação da p pH-47 via
glutamato (Wofchuk e Rodnight, 1990), aqui identificadas como 
como sendo a mesma proteína, apontam a possibilidade da
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mediada pelo glutamato de maneira Ca2+ dependente.
Além disso, a distribuição da ppH-47, predominantemente em 

hipocampo e outras estruturas do sistema límbico (Rodnight e
Leal, 1990), frequentememte associadas à plasticidade cerebral, 
indica que essa especificidade regional seja devido possivelmente 
a seu envolvimento na atividade plástica sináptica. Em acordo a 
esta possibilidade a plasticidade astrocítica tem sido 
recentemente demonstrada (Kraig et al., 1991; Wenzel et al.,
1991).

Em suma, a imunoident i f icação da ppH-47 com o soro anti- 
GFAP, bem como diversas outras características aqui apresentadas, 
mostram que a ppH-47 é a iso-forma fosforilada da GFAP e/ou o
sistema fosforilante desta proteína apresenta uma variável 
distribuição regional. Diversas evidências sugerem a importância 
desta fosfoproteína na atividade nervosa - incluindo a plas­
ticidade. A investigação da possibilidade de haver diferentes
isoformas da proteína, deverá envolver uma análise estrutural e 
imunoquimica da GFAP/ppH-47. 0 procedimento de eletro­
transf erênc ia aqui proposto, poderá ser usado nessa investigação.

participação da GFAP/ppH-47 nessa interação neurônio-glial,
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CONCLUSOES

1. A fosfoproteí na ppH-47 -foi ident i-f icada em -fatias
32hipocampais marcadas com P e analisadas por eletro-f orese 

bidimensional . Esta fosfoproteína -foi encontrada bastante 
enriquecida na -fração Triton-insolúvel .

2. 0 -frac ionamento com Triton X-100 permitiu a ident i-f icação 
da ppH-47 por eletroforese unidimensional. A con-firmação de sua 
identidade na -fração Tr iton-insolúvel -foi -feita com base na 
mobilidade eletroforética, distribuição regional cerebral e 
mapeamento -fos-fopept ídico.

3. A -fos-foproteína em estudo apresentou um peso molecular 
aparente em SDS-PAGE de 47-51 KDa e uma mobilidade eletroforética 
regular ao Ferguson "plot".

4. A ident i-f icação do resíduo -fos-for i lado da ppH-47, 
realizado por hidrólise ácida da -fos-foproteína eluida do gel e 
hidrólise alcalina da -fosfoproteína no gel, apontou a serina como 
único resíduo -fos-f or i lado aparentemente.

5. 0 mapeamento fosfopeptídico com protease V8 revelou a
presença de dois peptídeos com pesos aparentes de 28 e 24 KDa. Os 
peptídeos resultantes: (a) di-ferem dos obtidos com o mapeamento
da subunidade alfa da PQCaM II, uma fosfoproteína 
citoesquelética, de 50 KDa e fortemente presente em hipocampo;
(b) apresentam similaridade aos obtidos no mapeamento da GFAP, 
uma fosfoproteína proteína astrocítica de 50 KDa.
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6. 0 estudo da solubilidade da ppH-47 demonstrou seu -forte
carácter insolúvel à variação de pH, -força iônica e adição de 
quelantes. A sua insolubilidade ao Triton X-iOO apontou a
possibilidade de localização citoesquelética.

7. A identificação de uma suposta fosfoproteína cor­
respondente à ppH-47 foi feita em outras espécies de mamíferos 
(boi, coelho, cobaia e camundongo), com base na distribuição 
regional cerebral, na fosforilação Ca2+ dependente e na Triton- 
insolub i1 idade.

8. Diversas características da ppH-47 mostraram similaridade 
à GFAP, tais como mobilidade eletroforética, insolubilidade e 
mapeamento fosfopeptidico. Além destas, outras caracteríticas da 
ppH-47 descritas paralelamente tais como a ontogenia e a ausência 
na fração sinaptossomal (Rodnight et al., 1991), reforçaram a
possibilidade da identidade entre a ppH-47 e GFAP.

9. A imunocaracterização com anti-GFAP mostrou uma cor­
respondência entre a posiçào da ppH-47 e a banda imuno-reativa.

10. Apesar da correspondência da posição entre as bandas da 
ppH-47 e da GFAP não houve correspondência entre a quantidade da 
GFAP e a taxa de fosforilação da ppH-47, em diversas regiões 
cerebrais analisadas. Considerando que se trata da mesma 
proteína, a relação fosforilação (ppH-47)/quantidade de proteína 
(GFAP) é muita vezes maior no hipocampo que na corda espinhal, 
por exemplo.

11. A diferente relação entre a fosforilação e a quantidade 
de proteína em diversas regiões cerebrais aponta as seguintes
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possibilidades: (a) diferentes sistemas fosfori1antes/atividades

atuando sobre a proteína nas diversas áreas cerebrais; (b) 
diferentes isoformas da proteína nas diversas regiões cerebrais;
(c) ambas as possibilidades anteriores.

12. A GFAP imunoidentificada apresentou proteólise Ca2+ 
dependente mais acentuada na corda espinhal que nas regiões 
cort icais.

13. A variabilidade regional da suscetibi1 idade à proteólise 
da GFAP, como a variabilidade regional do estado de fosforilação 
da proteína, aponta a possibilidade de diferentes sistemas 
proteolíticos e/ou isoformas da proteína.

14. Sem esquecer as limitações e diferenças metodológicas, é 
possível conceber atualmente que a fosforilação via proteína 
quinase C da GFAP encontrada em astrócitos em cultura (Harrison e 
Mobley, 1989) e a insensibilidade da ppH-47 ao PDBu , um ativante 
desta quinase, seja devido à diferentes sistemas fosforilantes 
e/ou isoformas da proteína.

15. No curso da caracterização da ppH-47 foi possível 
desenvolver um sistema variante do "electroblotting", bastante 
eficiente, que poderá ser usado na identificaçào de possíveis 
isoformas desta proteína, bem como na caracterização de muitas 
outras proteínas.
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