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I-INTRODUCAO

As miosinas sdo proteinas mecanoguimicas presentes em células
eucaridticas incluindo ndo somente tecidos musculares, mas tambem
tecidos ndo musculares como plaquetas, figado, macrdéfagos,
leucdcitos, fibroblastoes, tiredide, time e cérebro. Estas
proteinas participam em atividades bem diversas como contracio
muscular, movimento celular, citocinese e mobilidade de organela
(TANAKA et al., 1086; WARRICK & SPUDICK, 1987)

Inicialmente as miosinas eram divididas em duas clas:

oH]

es:
classe I e classe II. As miosinas II sd3o miosginas convencionais de

duas cabegas e capazes de formar filamentos com sua calda super

w]

helicoidal. A primeira miosina ndo convencional foi encontrada em
Acanthamoeba castellanii e denominada micsina I. Ela foi assim
denominada devido ao fatc de possuir uma unica cabeca e ndo ser
capaz de formar filamentos por falta da cauda super helicoidal,
presente nas miosinas convencionals da classe II. Por extrapolacdo
todas as miosinas que ndo possuiam uma cauda superhelicoidal capaz
de formar filamentos eram consideradas membros da classe I de
miosinas (KORN & HAMMER, 1988; WARRICK & SPUDICK, 1987; CHENEY &
MOQSEKER, 1992).

Todas as miosinas conhecidas mostram um dominio motor
(cabega) estruturalmente conservado. Uma compara¢io detalhada da
seqléncia desses dominios nas miosinas conhecidas e a andlise
filogenética dessas sequBncilas levou a conclusido surpreendente de
que essas proteinas motoras podem ser agrupadas em vArias classes

classificagdce foi proposto uma ordem
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distintas. Para
cronoldégica das descoberttas de novas classes de miosinas
{(ESPREAFICO et al., 1992 & MOOSEKER, 1993).

As miosinas expressam atividades Ca-ATPase, K-EDTA ATPase e

de Mg-ATPase. Mas, em condig¢des fisioldgicas de forga i8nica e



precenca de magnésio, ocorre somente a atividade Mg-ATPase. Quando
a miosgina interage com filamentos de actina ocorre ativacfo de sua
atividade Mg-ATPase. A interacdo de miosina e actina em células

nac-musgculares produz uma forga de deslizamento semelhante a do
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culo, embora a quantidade e a organizag¢doc da mlosina nessas

células seja bem inferior a das células musculares (JOHNSON, 1985;

o

KORN & HAMMER, 1988).

Og fatores regulatdrics gque afetam a atividade ATP&sica das

mn

miosinas diferem em relacgdo ao tipo de tecido e ac mecanismo de
regulag¢do. Um aspecto bésico nessa regulagdo é a dependéncia de
interagdo de ions calcio com proteinas receptoras de calcio gue
sofrem mudangas conformacionais quando estdo complexadas com
calcio.

A contrag¢io do misculo esquelético é regulada por calcio. A
interag¢8o de actina e miosina é inibida pelc complexo de troponina
¢ pela tropomiosina quando o nivel de calcio estd baixo. A
excitag8o nervosa dispara a liberag¢i3o de calcio a partir do
reticulo sarcoplasmédtico. A ligagio de calcio a tropenina C, um
membro de uma familia de proteinas sensoras de calcio, altera a
interacdo da tropomiocsgina com a actina para permitir que a miosina
se ligue 2& actina e gere a for¢ga contrdtil. O misculo liso de
‘ertebrados contrai-se quando as cadeias leves sdo fosforiladas
por uma cinase gque £ ativada por calcio/calmodulina. O mesmo
mecanismo regulatdrio ocorre em c¢élulas ndc musculares. A
contragdo muscular em moluscos é ativada diretamente pela ligagdo
de calcio as cadeias leves da miosina {STRYER, 1992).

Com relag83c & regulagdo de miosinas ndo convencionais pouco é
conhecido, entretanto sabe-se que as cadeias leves desempenham um
importante papel. A micosina V investigada neste trabalho e

recentemente caracterizada ( ESPINDOLA et al., 1992; ESPREAFICO et



al., 1992 & CHENEY et al., 1993), possui calmcdulina como cadeia
leve. Em presenca de calcio e calmodulina exdgena a atividade
ATPasica de miosina V ¢é estimulada. Entretanto em ensaios de
motilidade "in vitro" a presenga de calcio inibe a atividade
mecanoquimica de miosina V, bem como a presenga de antagonistas
especificos de calmodulina (CHENEY et al., 1993).

Og antagonistas de calmodulina como clorpromazina e
trifluoperazina, atuam por interag¢dc hidrofdébica com a calmodulina
impedindo a sua ligag¢d3o com a miosina V.

Neste trabalho aplicou-se metodologias especificas para
obteng¢do de fragles enriquecidas e purificadas de miosinas da
classe II de tecido muscular e cérebro e miosina da classe V de
cérebro. Nestas preparagdes foram analisados o perfil de proteinas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com agente desnaturante
¢ determinado ag atividades K-EDTA ATPase e Mg-ATPase em presencga
de calcio/calmodulina, antagonista de calmodulina e veneno bruto

de Apis mellifera.




II-OBJETIVGC GERAL

Preparo de frac¢fes enriquecidas e purificadas em miosinas e

determinacdo de suas atividades ATPasicas.

Objetivos Especificos

Preparo
esquelético,
Preparo

cérebro

de fracdeg enriquecidas em miosina II de misculo

musculo cardiaco e cérebro.

de fragdo enriquecida e purificada em miosina V de

Determinacdo da concentragdo de proteina em cada fracio.

Andlise da composigdo de proteina de cada frag¢do por técnica

de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS.

Determinacido das atividades ATPasicas em relagdo ao seguintes

fatores:
Adigdo
Adicgic
Adigéo

Adigdo

de
de
de

do

Mg2+ e CaZ+.
EDTA e alta concentragdo de K+.
calmodulina.

veneno de Apis mellifera



ITII-REVISAC

As miosinas sdo operacionalmente definidas pela presenca do
dominio cabeg¢a amino-terminal gue é responsavel pela conversdo da
energia da hidrélise do ATP em trabalho mec8nico através da
interagdo com filamentos de actina. Os dominios cabeg¢a e cauda das
miosinas sdo conectados por um dominio pescog¢o, consistindo de um
nimero varidvel (1-6) de repeti¢fes em série de uma seqiiéncia de
aproximadamente 24 aminodcidos conhecida como "IQ motif", cada uma
das quais pode ser um sitio ligante de cadeia leve. Parece que as
interacfes cadeias leves/dominio pesco¢o regulam as funcdes da
cabe¢a e da cauda sendo interessante notar que muitas das miosinas
ndo convencionals podem conter, como cadeias leves, mGltiplas
moléculas de calmodulina (MOOSEKER, 1993).

A calmodulina é wum dos principails receptores de calcio
intracelular e esta presente em diferentes tipos de células e
tecidos. O mecanismo de agdo da calmodulina freqlientemente envolve
uma ligagdo reversivel dependente de calcio a proteinas alve e a
conseqiente modulag¢do da atividade desta proteina. Por exemplo, a
fogforilagdo das cadeias 1leves de miosina de muUsculo 1liso e
células ndo musculares, catalizada pela proteina cinase da cadeia
leve de miosina (MLCK), é regulada pela interag¢do do complexo

calcio/calmodulina com MLCK (Para revisdo ver ESPINDOLA, 1991).

1- Miosina V

A miosina V foli recentemente identificada baseado em estudos
de seqlienciamento do gene de levedura MY02Z (JOHNSTON et al.,
1991), o gene "dilute" para cor da pelagem de camundongo (MERCER
et al., 1991). e uma proteina ligante de calmodulina de cérebro de

vertebrados (LARSON et al., 1988; ESPINDOLA et al., 199Z;



ESPREAFICO et al.,1992). Todos os membros desta classe estido
caracterizados pela presenca de duas cabegas ligadas a um dominio
pescogo incomum contendo seis repeti¢des em série de
calmodulina/cadeia leve ligando um motivo referido como "IQ-motif"
{CHENEY & MOOSEKER, 10992; ESPREAFICO et al., 1992). Em adigdo,
estas proteinas contem uma cauda enrolada em espiral seguida por
um dominic globular da cauda de fung8o desconhecida. 0Os "IQ-
motifs" s3c frequentemente associados com a propriedade ndo usual
de ligacdo a calmodulina na auséncia de calcio. Em alguna casos ©
calcio atua levande ao desligamento da calmodulina destes sitios,
o que & exatamente o oposto ao comportamento esperade para a
ligac8do convencional da calmodulina dependente de calcio a um
sitio (CHENEY et al., 1993).

Um aspecto fundamental para a caracterizagdo de miosina V foi
a descoberta de sua atividade ATPasica. A frac¢do enriquecida em
micsina V tem uma atividade Mg-ATPdsica estimulada por Ca2+/CaM,
mas ndo possui uma atividade K-EDTA ATPdsica, caracteristico da
clagsse de miosinas I71.

A purificacdo de miosina V em uma forma relativamente livre
de miosina II e actina de cérebro foi obtida por cromatografias em
coluna de sephacril $-500. A miosina V purificada ndo apresentou
uma atividade Mg-ATP&sica mesmo na presenga de Ca2+/CaM.
Entretantc, em presenca de actina de cérebro ou actina purificada
de musculo esquelético a miosina V apresentou uma atividade Mg-
ATP&sica, gue era ativada por ca2*t/caM (ESPINDOLA et al, 1992).

CHENEY e colaboradores (1993) obtiveram uma miosina V de
cérebro purificada em coluna de Sephacryl 5-300 e Q~-Sepharose com
atividade ATPasica dependente da presenga de actina e estimulada
por cdlcio e calmodulina, confirmando assim o€ dados de ESPINDOLA

at al (1992). Eles também realizaram ensaios de motilidade in



vitro e mostraram que micgina V & meconoquimicamente ativa. Em
ensaios zob condi¢des dtimas de baixa concentracdo de ions calcio,
os filamentos de actina sobre laminulas recobertas de micsina V
movem-se a velocidade de 300 nm/segundc. Eles demonstraram tambem

que miosina V ndo forma filamentos e pode se ligar a membranas

contendo fosfolipideos acidico

93]

A miogina VYV 6, portanto, uma proteina motora cujas

propriedades a distinguem tanto de miosina I quanto de mincina IT.

A melitina é um dos principais componentes do venenc de
abelha. Fol primeiro identificado como um fator hemolitico direto
por NEUMANN e HABERMANN (1954) apud BANKS e SHIPOLINI (1986) e
suas propriedades de ser ativo em membranas 3o perfeitamente
observadas na lise de células vermelhas do sangue (HABERMANN, 1972
apud BANKE e SHIPOLINI, 1986). Melitina tetramérica n3o causa lise
e ¢ nesta forma que é armazenada no caco de veneno, Entretanto,
quando diluida, o tetramero dissocia em monomero o qual é
altamente ativo em superficie e porc¢des para dentro da membrana.
Dependendo do numero de moléculas de melitina dissolvidas na
membrana da célula, o pacote de fosfolipideos é severamente
rompido pela melitina. Este fendmeno leva a lise da célula. Ainda
que melitina e fosfolipases A2 (outra enzima presente no venenc de
abelha e que efetivamente converte fosfolipideos em moléculas
semelhantes a detergentes gque lisam membranas) s3o ambas téxicas
quandc presentes separadamente, elas s3c muitoc mais potentes

quando presentes juntas, a lise celular ocorre com baixos niveis

de melitina e fosfolipase (HIDER, KHADER & TATHAM,

)

983; HABERMANN

& KOWALLEK, 1970; DAWSON et al, 1978; VOGT et al, 1970 apud



DOTIMAS & HIDER, 1987).

A melitina e a calmodulina sio capazes de interagir formando
um complexo. Esta intera¢do blogqueia a ativagdo normal da
fosfodiesterase de cérebhro pela calmodulina {BANKS & SHIPOLINI,

1986) .

3- Miosina II

A miosina II de misculo esquelético é uma molécula proteica
longa (160 nm), assimétrica, com um peso molecular aoc redor de
470.000 daltons. Sua estrutura consiste de duas cadeias
polipeptidicas grandes e idénticas, cada uma com peso molecular ao
redor de 200.000 daltons, denominadas de cadeias pesadas e quatro
subunidades menores, denominadas de cadeias leves, c¢com peso
molecular na faixa de 20.000 daltons. As cadeias pesadas esgtio
enroladas entre =i formando duas regides globulareg adjacentes e
uma extensa cauda em forma de hast8o. As regifies globulares s3o
denominadas de cabegas e nelas estdo o sitio de ligacdc com a
actina, o sitic de atividade ATPdsica e as cadeias leves. Estas
cadelas leves variam em nuimero e tamanho nos diferentes tipos de
musculo {FERRQ, 1983).

A actina e a miosina s3c as duas principais proteinas
envolvidas na contragio muscular. Devido & ampla distribuicdo
destas proteinas nos varios tipos de células eucaridéticas, desde
vertebrados até ameba, acredita-se gue estas proteinas, capazes de
interagir e converter energia gquimica em mec8nica, propiciam a
base de um mecanismo geral para a producio de movimento, do qual a
contragdoc muscular seria um exemplo especializado (FERRO, 1983).

A regulag¢doc da interagdo actina-miosina II e a estimulacdo de

sua atividade ATPasica apresenta trés fatores principais: ligacdo



do cdlcic ao complexo troponina-tropomiosina, fosforilacio da
minosina por uma guinage egpecifica dependente de Caz+/CaM e
ligagdce direta do cdlcio a miosina (ADELSTEIN =& EISENBERG, 1980 e
CITI e KENDRICK-JONES, 1987).

A contratilidade resultante da interag¢do dos filamentos de
actina e miosina é, em geral, controlada pela concentracdo de ions

lcio. O misculo em repouso tem uma concentrag¢lo intracelular de

9]
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cdleio < 10°7M. Um aumento na concentragdo intracelular desse cazt
para 107°M inicia a contr agdo. A maneira pela gqual © Ca?* atua na
regulagdo da interagdo actina-miosina varia nos diferenteg tipos
de musculo (FERRO, 1983). 0O processoc regulatdrio da interacio
actina-miosina-ATP para os misculeog esgueléticos e cardiacos é
Laseado na achtina, enquanto que para o misculc liso, misculo de
moluscos e células ndo-musculares é baseado na miosina (ADELSTEIN
= ETISENBRERG, 1980 e CITI e KENDRICK-JONES, 1987)

Estudos "in vitro", com miosina e actina purificadas, tem
revelado que a atividade ATPdsica da miosina muscular é fortemente
dependente do cdtion ligado ao ATP. Na presenga de ions M92+ a
atividade da miosina é baixa e é fortemente ativada p@la interacgao
com actina polimerizada (EISENBERG e M0OOZ, 1968; EISENBERG e MCOS,
1970; GORDON et al., 1976; GORDON et al., 1977; REISLER, 1980;

SLEEP et al. 1980 apud FERRO, 19683). Quando todos os cétions

7

(€3]

divalentes gio removidez (principalmente o Mg2+) pela adig3o de
EDTA, a atividade da micsina é alta em solug¢Ses contendo K*, sendo
que esta atividade é inibida pela adicdo de actina polimerizada
'COOKE e FRANKS, 1980; GORDON et al. 1976; LARSCON et al., 1983;

RIZZINO et al., 1970 apud FERRO,1983).



4- Miosgina II cardiaca

No miocardio as isoformas da miosina II apresentam atividades
enzimaticag distintas, a distribuigio relativa dessas formas esta
diretamente relacionada com as propriedades contrdteis do

mincdrdio (BOUVAGNET et al, 1987).

A expressio dos genes para MHEC € distinta no Aatrio e no
ventricule de animais. No A4trio, a alfa-MHC ¢ sempre a forma
predominante. A estrutura primdria das duas iscenzimas , alfa e

beta no sistema de condugfo é muito similar com as duas isoenzimas
alfa e beta-MHC do miocdrdio comum, inclusive gquanto a atividade
ATPAsica (KOMURO et al, 1987).

No estdgio adulto, o 4&trio apresenta predominantemente a
forma V1 e o ventriculo normal do homem, predomina a forma V3 e em
animais de pequeno porte, a forma V1 (NADAL-GINARD e NAHDAVI,
1989).

Es distribuiclc do conteldo relative das isoformas da MHC

583
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tem um significado fisioldégico na contragldc cardiaca, a diminuigio
da atividade ATP&sica implica em menor gastc energético e consumo

oxigénic, e a diminulg¢do da velccidade de contragdoc muscular

2]

sumenta a eficidncia da contrac8o por um trabalho equivalente.
Além disso, a atividade ATPAsica da molécula de miosina II &
também dependente das MLCs (MERCADIER et al, 1983 e HIRZEL et al,

1985)
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Miosina II de cérebro contem 200 KDa de cadeias pesadas e
quatro espécies de cadelas leves (21 e 19KDa de cadeias leves e

uma dupla de 17 KDa de cadeias leves). As moléculas individuais de



micsina s8c contituidas de duas cabecas globulares e uma cauda
filamentosa. Como Jj& podia ser esperado, pelas semelhangas
estruturais entre moléculas de miosina de cérebro e de musculc,
muitas das propriedades fundamentais da miosina de cérebro séo
muito similares asg de miosinas musculares, especialmente aquelas
de miosgina de misculo liso. S3c estas: Semelhante peso molecular
(cerca de 440.000 daltons), alta assimetria na forma molecular,
alta atividade ATPisica na presenca de XK' e EDTA, atividade
ATPdsica estimulada por {fons calcio e magnésico, formagdo de
filamentos bipolares regulares por didlise breve em tampdo de
baixa forga i8nica, e interagfc com F-actina. As propriedades que
distinguem a miosina de cérebro de outras miosinas €é a sua
composicdo caracteristica em amincdcidos , peptideos distintos
obtidos pela clivagem enzimatica ou quimica da miosina, nenhuma
reacdo cruzada de seu anticorpo com miosina de misculo, agregagio
em tamp8c de alta forgca 1i8nica, formacdo de agregados
paracristalinos distintos por didlise extensiva em tampdo de baixa
forga i8nica, e inabilidade de formar um copclimero com miocsina de
miisculo esqueléticc. Estas propriedades identificam miosina de
cérebro como similar mas distinta da miosina muscular (MATSUMURA,

1985 e 1988).

A atividade Mg-ATPase da miosina convencional de cérebro foi
astimulada cerca de 3-4 vezes por interag¢do com actina de musculo
esquelético e pela fosforilagdc de uma das cadeias leves da

miosina. Este nivel de estimulacdoc da atividade Mg-ATPasica foi

significativamente inferior ao verificado para a miosina de

3

gsculc esquelético em sua interagdo com actina (ASH, 1575;
BURRIDGE e BRRAY, 1975; SEE e METUZALS, 1976; MALIK et al, 1983;

FERRO e LARSON, 1987).

A atividade K'-EDTA ATPasica da miosina purificada de cérebro



mostrou-se extremamente instdvel quandc a preparacdo era guardada
em gelo na ausgdncia de glicerol, perdendc de 50 a 75% de =zua
atividade nos primeircsg 5 dias de estocagem. O mesme comportamento
foi observado com relagdoc a atividade Mg2+~ATPéaica. Dosagenm de
proteina ndo revelou diminuig¢fio de proteina em solugdo, indicando

que a perda de atrividade n3c fol ocasinnada pela precipitacio de

1

=

proteina coluvel. Adig3o de glicerol, na ooncentracgdo final de
50%, a2 sclugdo de micszina, logo apds zua obtencd3c e estocagem a -
20%C conferiu uma boa estabilidade & atividade da miosina,
restando 27% da atividade original no oitavo dia de estocagem. A
mioczina de musculo esqueltico ndo apresenta instabilidade podendo

ey congervada em gelco durante um longe periodce sem demonstrar

perda de atividade{(FERRO, 1983).



IV-MATERIAIS E METODOS

1- Preparagdc de proteinas
1-1- Preparac¢ic de fra¢do enriquecida em miosina V

Miogina V foi extraidas do cérebro de coelhos e de ratos pelo
procedimento abaixo:
Oz animais foram sacrifizados por decapitagdc e os cérebros
removidos rapidamente para salina gelada e em seguida
homogeneizados em tampdo Tris-HC1 25 mM pH 8,0; ATP 5 mM; EDTA
10,0 mM; PMSF 0,3 mM e 2-mercaptoetanol 1,0 mM a 4°C. O
homogeneizado foi centrifugado a 15.000 g por 40 minutos (0-2°C).
No sobrenadante obtido foi adicionado NaCl 0,6 M e apdés 20
minutos de incubagfo a 4°C fez-se outra centrifugagdo a 15.000 g
por 40 minutos.

0 sedimento (P2) foi suspenso em tampdo Tris-HC1 25 mM pH 7,2

contendo triton ¥-100 a 1%, PMSF 0,3 mM, EDTA 5 mM e EGTA & mM, 2-
mercaptoetanol 1 mM e apds incubagdo de 20 minutos, a temperatura
ambiente, foi centrifugade a 15.000 g por 20 minutos (0-2°C). O
sobrenadante obtido foi descartado e o sedimento (P3) lavado em
Tris-HC1 25 mM pH 7,2 , EDTA 1 mM, PMSF 0,3 mM, 2-mercaptocetancl 1
mM e centrifugado a 15.000 g por 20 minutos. O sobrenadante obtido
foi descartado e o sedimento {P4) foi solubilizado em tampdo Tris-
HC1 25 mM pH 7,2, EDTA 1 mM, PMSF 0,3 mM e DTT 1 mM. Foi retirada
amostra para dosagem de proteina e atividade ATP4sica. A fim de
solubilizar miosina V acrescentou-se ATP 10 mM e MgCl,; 5 mM, EGTA
2 mM, DTT 4 mM, NaCl 0,6 M e calmodulina 25pg/ml. Apdés 60 minutos
de incubag¢io no gelo centrifugou-se a 15.000 g por 10 minutos. O

) obtide foi a frag3o enriquecida em miosina V.

;
7

sobrenadante (85



o de miosina V pelo método de CHENEY (1993) com

QR

1-2- Purificag
algumas modificac¢des.

O sobrenadante (8g5) foi obtide como descrito acima e aplicado
em coluna de Sephacryl £-500 pré equilibrada com Tris-HC1 25 mM pH
8,0, NaCl 600 mM. MgCl, 2 mM, EGTA 2 mM, ATP 5 mM e DTT 5 mM. A
eluicdo foi feita com o mesmo tampdoco a 10 ml/hora. As fracdes
eluidas foram analisadas em S8DS-PAGE para visualizar as frag¢des
gque contem miosina V e reunidas para didlise contra tampdo HEPES
25mM pH 7,4, 2~ mercaptoetanol 5 mM, EGTA 1 mM, NaCl 250 mM (3
trocas). A amostra dializada foil aplicada em coluna de Q-sepharose
pré-equilibrada com o mesmo tampdo de didlise. A coluna fo1l lavada
com o mesmo tampdc e eluida usando este tampdoc com diferentes
concentragdes de NaCl: Inicialmente 0,35 M, em seguida 0,45 M e
finalmente com 1,6 M de NaCl. As frag¢des eluidas foram analisadas
em SDS-PAGE. Com objetivo de remover tracos de ATP o eluido foi
dializado contra Imidazol-HC1 20 mM pH 7,2, MgCl, 2,5 mM, KC1 75
mM, DTT 1-10 mM, EGTA 0,1 mM (2 trocas). Nesta amostra foram

realizados ensaio de atividade ATPAsica e dosagem de proteina.

1-3~ Preparacdo de fragio enriquecida em miosina II de cérebro.

0 sobrenadante (82), obtido como descrito na preparagdo de
miosina V, foi diluido seis vezes em tampdo Tris-HC1 25 mM pH 7,2;
PMSF 0,3 mM; 2-mercaptoetanocl 1,0 mM e mantido no gelo por 20
minutos. Centrifugou-se a 15.000 g por 40 minutos. O sedimento
(P3) foi 1lavado em tampdo tris-HCl 25 mM pH 7,2 e suspenso em
tampdo Tris-HCl 25 mM pH 7,2; EDTA 1 mM; PMSF 0,3 mM; DTT 2 mM.
Nesta frag8oc Py foil determinada a concentra¢do de proteina e a
atividade Mg-ATPdsica. Em P3 fol adicionado EDTA 4 mM, EGTA 5 mM e
Triton x-100 deixando-se a temperatura ambiente por 20 minutos.

centrifugou-se a 15.000 g por 20 minutos. O precipitado obtido
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(P4} fol suspenso no mesmo tampdo contendo Tris-HCl, EDTA, PMSF e
DTT para remover o detergente Triton x-100 e demais debris
celulares. Em seguida centrifugou-se novamente obtendo-se outro
precipitado (Pg). Este foi suspenso em Tris-HCl 25 mM pH 8,0 com
EDTA 1,0 mM, DTT 1,0 mM, PMSF 1,0 mM e KC1 0,15 M para ensaio de

atividade ATPasica e dosagem de proteina.

1-4- Preparacio de frac8o enriquecida em miosgina II cardiaca.

A preparag¢d3o de miosina II cardiaca foi obtida por uma
modificag¢io do método de RUPP et al (1991) gue se resume em
homogeneizar o miscule cardiaco em tampdc tris-HCl 25 mM pH 8,0
com pirofosfato de sdédio (NagPo0-) 40 mM , 2-mercaptoetanol 1 mM,
EDTA 5 mM e PMSF 0,3 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 15.000
g por 20 minutos e o sobrenadante (81) foi diluido 10 vezes com
dgua deionizada gelada. Em seguida centrifugou-se o 81 diluido a
10.000 g por 15 minutos. O sedimento (P2) passou por um ciclo de
solubiliza¢do em tris-HCl 2 mM pH 8,0 com KCl1 1 M, PMSF 0,3 mM e
2-mercaptoetancl 1 mM e precipitagdo da miosina II por diluigdo
desta solug¢do com Agua deionizada para concentragdo de KC1 0,1 M.
0 sedimento final (P4) foi utilizado para ensalo de atividade Mg-
ATP4dsica, K-EDTA ATPasica e determinagdo da concentragdo de

proteina.

1-5- Preparacdo de fragBo enriquecida em miosina II de musculo

esquelético ( Método utilizado no laboratério de bioquimica da

UFRJ}

Os animais foram sacrificados por decapitagdo e colocados em
dgua e gelo por 30 minutos. O misculo dorsal foi coletado sobre
gelo, limpo e moido. Para cada 100 g de musculo adicionou-se 300

ml de solug¢do KC1 Z M, KH,oPOy 136,09 g, KOH 1 N pH 6,5, agitando



L
lentamente por 10 minutos. Acrescentou-se 1200 ml de A&gua,
agitando vigorosamente por 15 minutos. FPiltrou-se em gaze.
Acrescentou-se ao filtrado, vagarosamente, 1800 ml de &gua em
agitagdo vigorosa. Centrifugou-se a 30.000 g por 30 minutos. O
precipitado foi suspenso em KC1 0,6 M. Adicionou-se lentamente,
dgua em volume 1igual ao volume final do passo anterior.
Centrifugou-se a 30.000 g por 30 minutos. Novamente © sobrenadante
foi filtrado em gaze, descartando-se o precipitado. Acrescentou-
se, lentamente, dgua no volume de 1400 ml. Repetiu-se o0s passos
desde a primeira centrifugagl3o. Fez-ge outra centrifugagdo a
30.000 g. O precipitado foi solubilizado em KCl1 0,6 M, glicerol
50%, HC1l 0,6M, HEPES 0,05 M, completando com Adgua para 50 ml. Este
precipitado final foi a frag8o enriquecida em miosina II de
misculo esquelético. Para utilizag8o esta fragdo foi diluida em
dgua (1:12) e centrifugada a 2000 rpm por 20 minutos a 0°C, sendo

o precipitado solubilizado em KC1 0,6 M, HEPES 50 mM pH 7,0.

1-6- Preparag8c de actina purificada
A actina purificada utilizada neste trabalhe foi doada pelo

laboratério de bioquimica da UFRJ.

1-7- Preparac¢fo de calmodulina de cérebro bovino
A calmodulina utilizada neste trabalho foi preparada conforme

protocolo do laboratério de bioquimica da UFU.

2- Dosagem de proteinas pelo método de BRADFORD (1976).

Para a dosagem foram utilizados 30ul da frag¢do final
enrigquecida em miosina, 70 nl de H,0 e 3 ml do reagente de
Bradford (100 mg de Coomassie blue G em 50 ml de etanol 095%,

misturados com 100 ml de 4dcido fosfdérico 85%, completando até um
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litro com &gua e posterior filtrag¢8o.). A absorblncia foi medida
por espectrofotometria a 595 nm apés 3 minutos e antes de 1 hora,
contra o branco que contem o mesmo tampdo da amostra. Para
conversao da absorb8ncia em concentragdo de proteina foi feita
paralelamente uma curva padrdo de soro albumina bovina com o mesmo
reagente. Foi determinada entdo, através desta, a concentragdao de
proteina em mg/30pl gque fol utilizada para céalculo da atividade

especifica do ensaio de atividade ATPé&sica.

3- Ensaio de atividade ATP&sica

As atividades ATPAsicas foram determinadas pela medida do
fosfato inorgénico liberado do ATP através de dosagem
colorimétrica pelo método de HEINONEN & LAHTTI (1981). Para o
ensaio da atividade Mg-ATPésica 200 pl de meio de reagdo contém
Imidazol-HCL 25 mM pH 7,0, KCl1 60 mM, EGTA 1,0 mM, DTT 0,2 mM ,
MgCly, 5 mM e quando apropriado, CaCl, 2 mM, calmodulina 5 pg/20ul,
actina 61,3 upg/10 pl e/ou clorpromazina 50 pmolar. Para o ensaio
da atividade K-EDTA ATPAsica 200 pl de meio de reagdo contém:
Imidazol-HC1 25 mM pH 8,0, EDTA 0,5 mM, DTT 0,2 mM e conforme
apropriado acrescentou-se nos tubos de ensaio KC1 0,06 M e KC1 0,6
M. O padrdo foi feito através de 80 nmoles de fosfato (Pi 0,4 mM).
Foi utilizado um branco da reagdo , sem amostra e com incubagdo na
presenca de ATP. Cada amostra teve seu préprio branco, com amostra
e sem incubac3o na presenca de ATP. Apdés adic8o da enzima a reagdo
foi iniciada pela adig¢do de ATP 5mM e incubagdo a 37°C por 10 ou
30 minutos. Terminada a incubag¢i3o acrescentou-se a 0,2 ml de
amostra 2 ml de solug¢do AAM ( 2 volumes de acetona PA, 1 volume de
dcido sulfdrico 5 N, 1 volume de molibidato de ambnio 10 mM) para
formacdo do complexo colorido, vértex 15 segundos, 0,2ml de dcido

citrico 1 M para 'quenching" de molibidato 1livre, vértex 15



segundos. A absorbincia das amostras foi medida por
espectrofotometria a 360 nm. As leituras obtidas foram utilizadas

para cdlculo da atividade especifica através da seguinte formula:

AE = Abs.amostra X 1 X [ ] padrdo x 1 X 1

Abs.padrido nmoles tempe inc. [prot.]

A atividade especifica foi expressa em nmoles de Pi/minuto/mg de

proteina.

4- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de
gé6dio (SDS-PAGE). Métodos de LAEMMLI e FAVRE, 1973 e GSTUDIER,
1973.

Para o preparo das amostras para SDS-PAGE em cada 100 ul foi
adicionado 50 pl de STOP ( Tris-HC1 0,187 M pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6
mM, bromofenol 0,001% e glicerol 27,6%), 10 pl de 2-mercaptoetanol
e ferveu-se por 2 minutos em banho-maria.

A eletroforese em gel de poliacrilamida com SD8 foi realizada
em placa de vidro como descrito por STUDIER (1973). As dimensOes
do mini-gel foram 11 x 10 x 0,06 cm.

Os géis de separagdo e de empilhamento foram preparados

conforme as tabelas:



GEL DE SEPARAGCAO PARA MINI GEL

Solucdc estoque

1 gel
1;17m1“”

2M Tris-HCL1 pHS,8
Agua deilonizada
200mM EDTA

Acil. Bis.

Agua deionizada

TEMED

Pers.Amonio 10%

GEL DE EMPILHAMENTOC PARA
Solugdc de estoque

2M Tris HC1l pH6,8
Agua deionizada
EDTA 200mM

Acril. Bis>

Agua delonizada
TEMED

Pers. Amonio 10%

numero de gels

62,5ul
62,5u1
X
Y

7,5l

37,5pl

MINI GEL

2 geis 3 geis

'2,35m1  3,52ml
125p1 187,5nl
125pl 187,5ul
X X
Y Y
15pl1 22,5p1

75ul 112,5p1

numerc de Geis

1e 2
250p1
40pl
40pl
650pn1
2,96ml
hrl

35pl

3 e 4 Geis
Soopl
80pl
80ul
1,3ml
5,9ml
10pl
70l



Tabela Acrilamida-RBis. / Agua para mini-gel (ml)

e “3
D T _?
T ,%
65  1,25/3,62 2,50/7,25  3,75/10,87 E
7% 1,45/3,42  2,90/6,85  4,35/10,27 E
83 1,67/3,20  3,35/6,40  5,02/9,60 %'3

| ot 1,87/3,00 3,75/6,00 5,62/9,00 é
102 2,07/2,80 4,15/5,60 6,22/8,40 |
123 2,50/2,37  5,00/4,75  7,50/7,12 E
| 148 2,92/1,95 5,85/, 90 °,77/5,85 !
153 3,12/1 7" £, 25/3,50 ©,37/5,25 |
e |

152 3,32/1,55 6,65/3,10 9,97/4,65 }
188 s,75/1,12  7,50/2,25  11,25/3,37 |

A eletroforese foi iniciada com 20 mamperes e mantida até a
entrada da frente de bromofenol no gel de separag¢8o. Em seguida
aumentava-se a corrente para 30 mamperes. Apds a corrida o gel foi
fixado e corado em solucdo de metanol 50 %, 4cido acético 10 % e
Coomassie brilliant blue R-250 0,1 % por 10 minutos. O gel foil
descorado em etanol comercial 30 %

e dcido acético 10 $. Para a secagem o gel fol colocade entre duas

folhas de papel celofane embebidas em dgua ou dcido acético.



.
0 padrio SDS-6H (SIGMA)} continha as seguintes proteinas
utilizadas como referéncia de massa molecular relativa (My x 107
3): miosina (205), B-galactosidase (116), fosforilase-B (97,4},
albumina bovina (66), ovalbumina (45), anidrase carb8nica (29). A
calmodulina (21) foi purificada de cérebro bovino e adicionada

neste padrdo comercial.



V-RESULTADOS

1-Preparacgdo = perfil eletroforéticc de Miosina V

Pelo método de preparo de miosina V desenvolvido por CHENEY
et al (1993) o tampdo utilizade contem: Tris-HCl1 25 mM pH 8,5 no
primeirc passo, abaixando para pH 7,2 nas proéoximas etapas; EDTA 10
mM usade para quelar ions tais como Mg2+ e Ca<t requeridos por
proteases; PMSF 0,3 mM como inibidor de proteases que se ligam a
grupos com serina; 2-mercaptcetancl 1 mM usado para evitar
oxidacg8do de grupcs SH e formag8o de pontes dissulfeto. Todos estes
cuidados visam a manutencido das proteinas numa conformag¢do o mais
natural possivel. 0O trabalho de extragdo de miosina V foi
realizado o tempo todo em gelo pols baixas temperaturas,
juntamente com o uso de PMSF e EDTA, diminuem a agdo das
proteases. ATP 10 mM foi adicionado a esta solugdo pois o complexo
Mg-ATP auxilia na solubilizag¢do de miosina V. Portantoc parte da
miosina V assim como outras proteinas ficaram no sobrenadante (Sq)
enquanto outras juntamente com debris celulares precipitaram (Pp).
Este sobrenadante é incubado com NaCl 0,6 M pois a presenga deste
sal precipita miosina V (Pp). Outras proteinas, como miosina II,
continuaram no sobrenadante (S;). Neste precipitado (Pjy) foi
adicionado, junto com o tampdo, triton 1%. As proteinas do
citoesqueleto s8o insoluveis na presenga deste detergente. A maior
parte de actina , calmodulina e miosina se precipitam. No préximo
passo o precipitado (P3) é lavado para retirada do triton.
precipitado P4 é uma fracdo ja enriquecida em MV, contendo actina
e calmodulina, utilizada para atividade ATP4sica. Para se obter
2+

uma fragfo solivel de miosina V (8g) adicionou-se em Py ATP, Mg

e alta forca idnica {(NaCl).



Para esta andlise as proteinas foram separadas em gel de

poliacrilamida com SDS e coradas com Coomassie Blue (figura 1).

2-Atividade ATP4sica da amostra enriguecida em miosina V (Py)

0 ensaio de atividade Mg-ATPdsica foi realizado, como
degcrito em materiais e métodos, na fragdo Py mostrada na figura
1. A preparacdo de miocsina V de cérebro de coelhc apesar de conter
em sua composicdo actina e calmodulina tem sua atividade ATPasica
estimulada rela adig¢do de calmodulina e actina exdgenas
(figura 2)}.

A figura 3 mostra que a atividade Mg-ATPasica de Py, contendo
actina e calmodulina enddgena, foi baixa (aproximadamente 50
nmoles Pi/min./mg) na auséncia de calcio e calmodulina exdgenos.
Quando adiciocnou-se caleic houve uma estimulagéo de
aproximadamente 50% e acrescentando-se CaM a estimulagdo atinge
100%. Também foi testado o efeito de clorpromazina, como

antagonista de calmodulina, gque levou a uma inibig¢do total da

estimulacdo por calmodulina.

3 Perfil eletroforético do veneno de Apis mellifera e seu efeito
sobre a atividade ATPAsica de miosina V

Na eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS o veneno de
Apis mellifera possul uma banda de peso molecular (20 KD)
semelhante ao peso molecular (21 KD) da calmodulina bovina e uma
hbanda grossa de baixo peso molecular que inicialmente pensamos ser
melitina mas corresponde a um arraste de peptideos do veneno que
ndo foram separados por este método de eletroforese {figura 4).

0 veneno de Apis mellifera causgou uma inibic83o total da
estimulagdo pela calmodulina na atividade Mg-ATP&sica da miosina V

como demontrado na figura 3. Este veneno inibiu também a atividade



Mg-ATP4sica na auséncia de calcio e calmodulina , na presencga de

calcio e de calcio/calmodulina exdgenos {figura 5).

4-Preparo de miosina II de cérebro, misculo esquelético de coxa e
coragdo

A miosina II de musculo esquelético de coxa foli preparada
seguindo o protoceolo de miosina II cardiaca descrito na
metodologia. A figura 6 mostra as cadeias pesadas das miosinas de

msculo e coragdc e tambem a presenga de actina.

5-Atividade ATP&sica de miosina II de cérebro, musculo e coragédo
Os resultados de atividade ATP&sica mostrados na figura 7
indicam que o sobrenadante (84) de cérebro possui atividade Mg-
ATP4sica mas ndo possul atividade K-EDTA ATP&sica. O sobrenadante
de misculo além de possuir atividade Mg-ATPasica estimulada por
caZ+ apresenta tambem atividade K-EDTA ATP&4sica. No sobrenadante
de coracgdo a atividade Mg-ATPasica nac apresentou uma estimulagdo
pelo calcio, assim como no cérebro, porém demonstrou uma atividade
K-EDTA ATP&sica menos intensa que a de misculo. J4 os precipitados
(Pp) de musculo e coragdo apresentaram uma atividade Mg-ATPAasica

maior que Sq e uma alta atividade K-EDTA ATFPéasica.

6- Perfil eletroforético e atividade Mg-ATPdsica de miosina II de
musculo esquelético

A figura 8 demontra gque a actina(l) utilizada neste trabalho
& pura e gque o método da preparag¢do de micsina II de musculo
esquelético (dorsal) proporciona uma amostra mais pura (3), livre
de actina. O método de preparagdo de miosina II de musculo
esquelético (de coxa) apenas picotando o tecido com tesoura, sem

homogeneizar o tecido em tampdo (2), é menos eficiente que (3),



porem ainda melhor que a preparag¢do (m) da figura 6 que foi
executada homogeneizando-se o tecido.

A atividade Mg-ATPdsica da preparagdo de miosina II de
musculo esquelético de coxa (figura 9) sofre estimulagdo por
calcio e tambem por actina, sendo muito maior na presenga de
calcio e actina juntamente. A adig¢do de 5,8% de veneno de Apis
mellifera {vl) n3oc provocou inibig¢do da atividade, enquanto que
11,5% de veneno, em relag8o & concentragdo de proteina da amostra
de miosina, provocou uma inibig8c da estimulag8o pela calmodulina.

A atividade Mg-ATP&sica de miosina II de midsculo esquelético
dorsal (figura 10) foi determinada avaliando o efeito do veneno
sobre cada nivel da atividade. Apesar das variag¢8es encontradas
nio observou-se um efeito marcante do veneno sobre a atividade da

miogina purificada.

7-Comparacdo da atividade Mg-ATP4sica da preparagdo de miosina II
de coragio de coelho e de rate

A comparacdo da atividade Mg-ATP4sica destas proteinas mostra
que a miosina II cardiaca de coelho sofre uma alta inibigdo de sua
atividade por 16% de veneno em relaglo & concentragdo de proteina.
J4 a miosina TII de —coracdo de rato n8o sofre inibigdo
significativa na presen¢a de 5% de veneno em relacdo a
concentrag¢do de proteina.

A miosina II de coracdo de coelho foi preparada como descrito
na metodologia de miosina II cardiaca apenas acrescentando-se a
solubilizac8c com KCl1 1 M e posterior dilui¢do, enquanto que a
miosina II de coracgdo de rato foi preparada utilizando-se © mesmo

protocolo de miosina V de cérebro.



8-Perfil eletroforético de frag¢les enrigquecidas em miosina II de
cérebro e coracdo e miosina V de cérebro

A frac¢do enriquecida em miosina V de cérebro (35} indicada
como BM-V na figura 12 apresenta uma cadeia pesada na mesna
posicdo de migrag¢do gque as cadesias pesadas de micsina II de
cérebro (BM-II) e coragdce {(HM-II). Entretanto elas podem ser

distinguidas pela gua diferente composicgdco de cadeias leves.

9-Purificacdo de miosina V

As amostras eluidas da coluna de Sephacryl &-500 possuem
miosina v além de actina, calmodulina e outras bandas naoc
identificadas como mostra o perfil eletroforético da figura 13 A.
As fracg¢Bes contendo miosina V (19 a 24 da figura 13 A) foram
reunidas e, apds didlise, fcoram aplicadas em coluna de Q-Sepharose
(figura 13 B). A eluicdo foi feita utilizando-se tampdo ( ver
metodologia) com diferentes concentragdes de NaCl: 12 ml foram
eluidos com NaCl 0,35 M, em seguida 16 ml com NaCl 0,45 M e

finalmente 12 ml com NaCl 1,6 M.

10-Atividade ATP4sica de miosina V purificada

O ensaio de atividade Mg-ATPasica fcoi realizado no pool de
fracdes (17 a 19 da figura 13) eluido da coluna de (Q-Sepharose e
dializado comoc mostra a figura 14. Na auséncia de actina a
atividade foli baixa em todos os niveis. Quando acrescentou-se
actina a atividade foil grandemente elevada sendo estimulada por
calmodulina, calcio e calcio/calmodulina. A adicdo de
trifluoperazina inibiu a estimulag¢do por calcio/calmodulina
enquanto gque a adig¢3o do veneno de Apis mellifera 1inibiu a
egstimulacao tanto por —calcio/calmodulina quanto por <calcio

somente.
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HOMOGENEIZADO DE CEREBRO  , _
- Em tampio com 23 mM tris - HCl pH 8,0 -
ATP 10 mM , EDTA 10 mM, PMSF 0,3 mM. .
2-mercaptoetancl 1,0 mML 45 — ~— - actina
- 15.000x g, 40 min. i - -
29 - e -
| O v . ‘
P1 S1
descartado - adicionar NaCl pars 0,6 M 21
’ - incubar 20 min a 4° C. - < CaM
- 15.000 x g, 40 min
' 1
S2 P2
descartado - sugpender em
tamp#io tris-HCl 25 mM pH 7,2 com

EDTA /EGTA 5,0 mM, tritoa X-100 1%,
PMSF 0,3 mM ¢ 2-mercaptoetancl 1,0 mM.
- incubar 20 min temp. ambiente.
-15.000 x g, 20 min.

B L
S3 P3
descartado - suspender em tampéio tris-HC! 25 mM pH 7,2
com EDTA 1,0 mM, PMSF 0,3 mM,
2- mercaptoetanol 1,0 mM.
- 15.000 x g, 20 min.
— —
S4 P4
descartado - suspender em tamplo tris-HC! 25 mM pH 8,0

com EDTA 1,0 mM, DTT 1,6 mM ¢ PMSF 0,3 mM
- Adicionar ATP 10 mM, MsCl, 5,0 mM, DTT 5,0mM,
EGTA 2,0m M, calmodulina 25 pg/ml ¢ NaC1 0,6 M.
- incubar 1 bora no gelo.
-15.000x g 10min

M -Vﬂ és 1'>5

Figura 1: Diagrama e perfil eletroforético da preparagdao de

miosina V.

As amostras estdo indicadas na parte superior da figura.S e P
referem-se as fragdes soliveis e sedimentadas. No lado esquerdo da
figura estdo indicados os marcadores de peso molecular. No lado

direito estdo indicados miosina V (M-V), actina e calmodulina
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Figura 2: Atividade Mg-ATP4sica de frac3o enriquecida em miosina V

(Pg).

0 ensaio de atividade Mg-ATP4sica foi realizado na fragdo Py,

como descrito em materiais e métodos, na

mostrada na figura 1,

As concentracBes de proteina da

éncia de actina.

presenga e ausen

actina e de P4 foram respectivamente 53pg e 0,036254 mg/reagdo.
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Figura 3: Perfil eletroforético e atividade Mg-ATPasica da amostra
enriquecida em miosina V (P4) na presenca de clorpromazina e do
veneno de Apis mellifera.

Painel da esquerda: H: homogeneizado, Sjp: primeiro sobrenadante,
P4: amostra enriquecida em miosina V, bm-V: miosina V de cérebro
(brain myosin V), CaM: calmodulina. No lado esquerdo estédo
indicados os marcadores de peso molecular.

Painel da direita:. A concentragdo de proteina do veneno bruto foi
0,92 mg/ml. A concentragdo de proteina do veneno utilizada foi

12,6% em relagdo a concentragdo de proteina da amostra Py (0,019
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Figura 4: Perfil eletroforético do veneno de Apis mellifera,

calmodulina e preparagdo de miosina V.

As amostras estdo indicadas na parte superior da figura: A
refere-se ao veneno de Apis mellifera (2,32 ug), B a calmedulina
(10 pg), C & amostra enriquecida em miosina V (1,6 pg) e D ao
padrio de peso molecular. No lado esauerdo estdo indicados os

marcadores de peso molecular. No lado direito estdo indicados os

principais polipeptideos.
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Figura 5: Efeito do veneno de Apis mellifera sobre a atividade Mg-
ATP4sica da preparagdo enriquecida em miosina V (Pg4) de cérebro de
coelho.

A concentracdo de proteina do veneno bruto foi 0,81 mg/ml, sendo
a concentracdo utilizada 29% em relagdo a concentracdo de proteina
da amostra P4 A concentracgdo de proteina da preparacéo de miosina

v foi 0,028 mg/reagéo.
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Figura 6: Perfil eletroforético das preparagdes de miosina II de
cérebro, misculo esquelético e coragao.

2s amostras estd3c indicadas na parte supericr da figura: &89
refere—se ao primeiro sobrenadante, Py ao segundo precipitado, b a
miosina ITI de cérebro, m a miosina TT de misculo e h a miosina II
de coracg3o. No lado direito da figura estad indicado MHC ( Myosin

Heavy Chain) que refere-se a cadeia pesada da miosina. No lado

esquerdo estdo indicados o0s marcadores de peso molecular.
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Figura 7: Atividade ATP4asica da preparagdo de miosina II de
cérebro, musculo cardiaco e misculo esquelético.

8. sobrenadante, P: precipitado , EDTA: atividade K-EDTA ATPésica
com 0,06 M KCl, EDTA + K: atividade K-EDTA ATPasica com 0,6 M KC1.
As concentrag¢des de proteina (mg/reacdo) foram 0,0547 (Sq1); 0,062

(Sp); 0,058 (S3); 0,0408 (Pp); 0,0146 (P3).
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Figura 8: Perfil eletroforético de actina purificada, preparag¢ao
de miosina II de musculo esquelético de coxa e preparacao de
miosina II de musculo esquelético dorsal.

As amostras estio indicadas na parte superior da figura: 1
refere-ae A actina purificada, 2 & preparagdo de miosina II de
misculo esquelético de coxa, 3 a preparacgdo de miosina II de
misculo esquelético dorsal. No lado esquerdo estdo 1indicados os
marcadores de peso molecular. No lado direito estdo indicados os

principais polipeptideos.
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Figura 9: Atividade ATP4sica da preparagdo de miosina II de
misculo esquelético de coxa de coelho.

A concentrag¢do de proteina do veneno bruto foi 1,3 mg/ml, sendo
as concentrag¢des utilizadas 5,8% (vl) e 11,5% (v2) em relagdo a
concentrag¢do de proteina da amostra de miosina. As concentrag¢des
de proteina da actina e miosina foram respectivamente 53 pg e 20

pg/reacgao.
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Figura 10: Atividade ATP4Asica de miosina II de misculo esquelético

dorsal de coelho.

A concentracdo do veneno bruto de Apis mellifera foi 0,92 mg/ml,
sendo a concentragio utilizada 0,86% em relacio A concentracgdo de
proteina da amostra de miosina. As concentragdes de proteina da

actina e miosina foram respectivamente 53 pg e 0,024 mg/reagao.
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Figura 11: Atividade ATP4sica de miosina II de coracido de rato e

de coelho.

MII A refere-se a miosina II de coracdo de coelho e MII B refere—
se a miosina II de coragdo de rato. A concentragdo do veneno bruto
de Apis mellifera foi 5,22 mg/ml, sendo as concentragdes
utilizadas cerca de 16% e 5% respectivamente em relacdo as
concentragdes de proteina das amostras de miosina de coelho (0,032

mg/reagdo) e rato (0,1581 mg/reagdo).
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Figura 12: Comparag¢do das cadeias leveg de miosina V e miosinas I1I
de cérebro e coracio através de perfil eletroforético.

As amostras estdo indicadas na parte superior da figura: BM-V
refere-se & miosina V de cérebro, BM-II indica miosina II de
cérebro e HM-II a4 miosina II de cora¢fo. No lado direito da figura
estZo indicados os principais polipeptideos das preparagdes: mhc
{myosin heavy chain)} refere-se a4 cadeia pesada das miosinas, h-Icq
e h-Ic, sdo as ~adeias leves da miosina II cardiaca e CaM indica
calmodulina. No lado esquerdo estdo indicados os marcadores de

peso molecular.
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Figura 13: Purificagdc de miosina V pelo método de Cheney (1993)

com algumas modificagdes.

A)- O sobrenadante S5 obtido foi aplicado em coluna de Sephacryl
©-500 pré-equilibrada como descrito na metodologia de purificacgéo
de miosina V. As fracdes eluidas estdc indicadas na parte superior
da figura. No lado esquerdo estfo indicados os marcadores de peso

molecular. No lado direito est3c indicados os principais

polipeptidecs.
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B)- As fragdes contendo miosina V (19 a 24 fig.A ) foram reunidas
e, apés didlise, foram aplicadas em coluna de Q-sepharose. As
fragdes eluidas est8o indicadas na parte superior da figura. Sj
refere-se ao sobrenadante enriquecido em miosina V, S_ggg indica o
pool dializado de fragdes eluidas da coluna de Sephacryl S-500 e
ao padrdo de peso molecular. No lado esquerdo estdo indicados os

marcadores de peso molecular. Miosina V (M-V) estd indicada no

lado direito da figura.
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Figura 14: Atividade Mg-ATP4sica de miosina V purificada.

Esta atividade foi ensaiada na auséncia(-) e presenca(+) de
actina. A concentragdo do veneno bruto de Apis mellifera foi 1,3
mg/ml, sendo a concentragdo utilizada 303% em relacdo a
concentracdo de miosina V (0,00428 mg/reagdo). As concentragdes de

trifluoperazina (TFP) e de actina foram respectivamente 50 pM e 53

pg/reagdo.



VI-DISCUSSAO

Como o cdlcio extracelular estd envolvido com a estabilizacado
da membrana ndo é surpresa que a ag¢do da melitina é influenciada
pelo célcio. Porém pode ser por uma interagdo especifica pois foi
demonstrade que a melitina formar wum complexo 1:1 com a
calmodulina (proteina regulatéria de cdalcio) isolada de cérebro
bovino { COMTE et al, 1983 apud BANKS & SHIPOLINI, 1986). A
afinidade entre calmodulina e melitina é 103 vezes maior que com
outros peptideos, horménios como ACTH, glucagon ou substfncia P e
a associag¢8o intracelular com calmodulina pode ser uma das causas
de morte celular se a melitina atravessar as membranas celulares.
Funcionalmente, melitina blogueia a ativacgao normal da
fosfodiesterase de cérebro pela calmodulina (BANKS & SHIPOLINI,
1986). Devido a estes fatos relatados a 1idéia inicial deste
trabalho foi testar a influéncia do veneno de Apis mellifera na
atividade ATPAsica de miosina V e utilizar outras miosinas tanto
para controle como para verificar a especificidade da influéncia
do venenc sobre estas miosinas.

Cs resultados mostram que em todos os ensaios de atividade
ATP4sica de miosina V o veneno causou uma inibig¢do total da
estimulag¢d3o por calmodulina, o gque leva a pensar due O veneno
possa conter algum componente que interfere na agao da
calmodulina. Um desses componentes possivelmente pode ser a
melitina atuando na calmoduliné..A melitina forma um complexo 1:1
com a calmodulina. A afinidade entre calmodulina e melitina é 103
vezes maior que com outros peptideos, hormbénios como ACTH,
glucagon ou substdncia P. Funcionalmente, melitina bloqueia a
ativacdo normal da fosfodiesterase de cérebro pela calmodulina

(BANKS & SHIPOLINI, 1986). Na figura 5 o veneno tambem inibiu a



atividade na presenca sé de magnésio e s6 de calcio o que ndo
invibializa a hipdétese lancada pois miosina V contem calmodulina
enddégena como cadeia leve. Em miosina V purificada o veneno inibiu
a estimulac¢do por calcio e por calcio/calmodulina porem a andlise
se torna dificil pois a quantidade de veneno utilizada foi muito
alta..

Segundo CHENEY et al (1993) o efeito estimulatdério do calcio
na atividade Mg-actina-ATPase da miosina V pode ser resultante
tanto de um efeito regulatdério direto do calcio na miosina V ou de
um processo indireto como o calcio estimulando a fosforilagdo.
Regulacdoc direta pelo calcio é€ conhecida em miosina II de musculo
de molusco, onde as cadeias leves reprimem a atividade ATP&sica
antes da ligagdo do calcio.E possivel que a ligagd3o direta do
calcio a uma ou mais cadeias leves de miosina V tenha o mesmo
papel. Portanto outra hipétese € que © veneno pode estar atuando
em algum fator regulatério da atividade ATPAsica de miosina V.

Quando o veneno foi wutilizado na atividade ATPasica da
amostra enriquecida em miosina II de musculo esquelético de coxa
(fig. 9) foi observada uma inibig¢d3o da estimulagdo por
calcio/actina quando wutilizado em uma gquantidade de 11,5% em
relagdo a concentragdo de proteina. Com 5,8% ndo foi observada
inibigdo. Entretanto em miosina de musculo dorsal nio houve
alteragdo significativa pelo veneno. O veneno tambem inibiu a
estimulacio por calcio de miosina cardiaca. Estas miosinas foram
preparadas por diferentes métodos, interferindo no grau de
purificagdo de cada uma, o que pode justificar as diferentes
respostas. Além disto elas diferem entre si em suas cadeias leves
mostrando que a atuagdo do veneno pode ser sobre a calmodulina e

sobre as préprias cadeias leves destas miosinas II.



VII- CONCLUSAO

O preparo de fracBes enriquecidas e purificadas de miosinas é
possivel através da adequagdo das metodologias utilizadas as
condi¢Bes do laboratdério de bioquimica da UFU.

Para confirmar a influéncia do veneno de Apis mellifera sobre
a atividade ATPAsica das mlosinas € necessadrio em experimentos
futuros repetir os ensaios de ATPase com concentragdes variadas de
veneno, além de testar suas frag¢des purificadas ja& que neste
trabalho usou-se apenas veneno bruto tornando dificil a andlise

desta atuagdo.
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