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1. INTRODUCAO

Através da biologia celular sdo continuamente descobertos novos papéis para o
citoesqueleto. A revolugdo sobre seu conhecimento tornou-se possivel gragcas a
caracterizagdo funcional de novas proteinas a ele associadas, projetos de
seqiienciamento gendmico e a bioinformatica (SALMON, WAY, 1999).

Microfilamentos e microtibulos, principais componentes do citoesqueleto,
representam complexos sistemas de polimeros que desempenham papéis essenciais
durante muitos processos celulares, que incluem segregagio cromossdmica, citocinese e
motilidade (MOREAU, WAY, 1999).

As superfamilias das proteinas motoras cinesinas e dineinas, associadas aos
microtiibulos, atuam em mecanismos celulares como o transporte de organelas e mitose
(HIROKAWA et al., 1998). Em adigdo aos motores dependentes de microtubulos
encontramos as miosinas ndo-convencionais, dependentes de actina, que estfio
envolvidas no trafego de membranas e no movimento de organelas.

SMALL et al. (1999) sugerem que o citoesqueleto de actina desempenha o
principal papel na determinagio da forma celular. No entanto, sua propria reorganizagio
esta sujeita a modulago por interagdes extracelulares e por atividades dependentes de
microtibulos. Assim, a interagio entre microfilamentos e microtubulos ¢ uma
caracteristica importante na adesdo e motilidade celular.

Com base em similaridades estruturais, propde-s¢ que as cinesinas, miosinas e
proteinas G possuem um ancestral comum (VALE, MILLIGAN, 2000). A evolugio
destes motores moleculares encontra-se representada na Figura 1.

As fungdes de diferentes classes de miosinas sdo investigadas através de analises
bioquimicas, genéticas, citologicas, e estudos de localizagdo sugerem que as miosinas
da classe V relacionam-se com o transporte de organelas (MERMALL ef al., 1998;
BAKER, TITUS, 1998).
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"Nucleotide Switch"

e -
- . rolcinas G
Ciosina (motor precursor)

-

Cinesinas Miosinas

Familias de Cinesinas l-}‘arnﬂias de Miosinas

Figura 1 - Evolugdo das proteinas motoras miosinas e cinesinas

(VALE, MILLIGAN, 2000, com modifica¢des).

1.1. Miosinas niio convencionais

As miosinas sdo proteinas motoras que se translocam ao longo dos filamentos de
actina de uma maneira dependente de ATP (BAKER, TITUS, 1998). Sdo classificadas
com base nas comparagdes da estrutura primaria dos dominios motores dos genes das
cadeias pesadas das miosinas conhecidas (MERMALL et al., 1998). A superfamilia das
miosinas consiste de 17 classes distintas estruturaimente (HODGE, COPE, 2000).

A Figura 2 mostra a arvore filogenética atual com as 16 classes e seus

respectivos modelos esquematicos (HODGE, COPE, 2000).
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Figura 2. Arvore filogenética das 16 classes de miosinas atualmente

descritas (HODGE, COPE, 2000

)

A maijoria das miosinas consiste de um dominio motor N-terminal ou cabeca, um

dominio pescogo ou regulatdrio, sitio de ligagdo das cadeias leves, ¢ um dominio cauda,

especifico para cada classe. A exce¢do € a miosina de Toxoplasma gondii (classe XIV), que

ndo possui dominio pescogo regulatorio (MERMALL et al., 1998).
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Informagdes considerando a fungfo e propriedades mecanoquimicas de muitas
destas classes de miosinas ainda sfo escassas em relagdo as bem caracterizadas miosinas
das classes I, Il e V.

Na Tabela I podemos observar a diversidade de fun¢des das miosinas ndo

convencionais nos processos celulares.

Tabela I — Fung¢des potenciais de miosinas nio convencionais (extraido

de MERMALL et al., 1998, TAUHATA, 1999).

Fungdo em potencial Miosina Classe
Crescimento ¢ dsenvolvimento celular MyoA,B,C de Dictioselium I
Myo 3p e Sp de levedura I
MYOA de Aspergillus I
Movimento Celular MyoA ¢ BB de Dictiostelium 1
Transporte de RNA Myo4p de levedura \
Movimento de particulas ¢ organclas BM-V \Y
Dilute de camundongo A
Myo2p de levedura \Y
95 de Drosophila Vi
Localizagiio de quitina Myo2p de levedura \Y
Transporte de melanossomos Dilute de camundongo \Y%
Ieranga vacuolar Myo2p de levedura \
Endocitose MyoA, B e C de Dictiostelium 1
Myo 3p e 5p de levedura 1
Exocitose Myo A e B de Dictiostelium 1
Myo 3p e Sp de levedura 1
MYOA de Aspergillus I
Fotorreceptor de membrana ninaC de Drosophila 1
miosina 7a de humano VI
Fototransdugiio ninac de Drosophila 111
Integridade rabdomérica ninac de Drosophila 11
Ancoramento e cstabilizagho de estereocilios Snell’s waltzer de camundongo VI
M7a de humano VI
Adaptagiio de células ciliares MIB |
Organizagio de actina em estereocilios da coclea Myo15 de camundongo XV
MYO15 de humano XV
Diferenciagio leucocitria M9b de humano IX
Transdugfio de sinal M9b de humano IX
Myr5 de rato IX

1.2. As miosinas da classe V
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A miosina-V foi originalmente identificada em prepara¢Ges de cérebro de
coethos, como uma proteina ligante de calmodulina (CaM) com peso molecular em
torno de 190 kDa (p190) associada ao citoesqueleto de actina (LARSON ef al., 1988;
LARSON et al., 1990).

LARSON ef al (1990) mostraram que uma fracdo obtida de cérebro e
enriquecida em pl90 apresentava atividade Mg-ATPasica ativada por actina,
caracteristica de todas as miosinas, e esta atividade era estimulada por calcio/CaM; a
mesma fragdo, entretanto, nfio apresentava a atividade K-EDTA-ATPasica também
caracteristica de miosinas. Além disto, com base na imuno-reatividade diferencial de
anticorpos policlonais gerados contra a cadeia pesada da p190, ficou demonstrado que
esta proteina ndo era um fragmento proteolitico da miosina 11, sendo ainda distinta desta
miosina.

ESPINDOLA et al. (1992) encontraram evidéncias bioquimicas e imunologicas
de que a pl90 apresentava propriedades similares as de miosinas. Observaram a
interagdo da actina com a p190 e determinaram seu efeito na sedimentagdo com actina
em baixas velocidades de centrifugacio.

Os genes da cadeia pesada da miosina-V foram clonados em camundongo,
levedura e galinha definindo a classe V dos motores baseados em actina. O
seqiienciamento completo do cDNA da BM-V, mostrou que a cadeia pesada é composta
por 1830 aminoacidos (212.509 kDa) (ESPREAFICO ef al., 1992).

Sdo conhecidas a miosina-V na levedura Saccharomyces cerevisiae: MYO2p
(JONHSTON et al., 1991) e MYO4p (HARRER ef al., 1994), o produto do gene dilute
de camundongo (MERCER ef al., 1991), a miosina-V de cérebro de galinha (BM-V)
(ESPREAFICO et al., 1992, SANDERS et al., 1992), a mioxina de cérebro humano
(ENGLE, KENNET, 1994), a MYOJ de Dictiostelium (PETERSON ef al., 1996), a myr
6 de rato (ZHAO et al., 1996), o produto do gene HUM-2 do nematoide Caenorhabditis
elegans (BAKER, TITUS, 1997), a miosina-V de ourigo-do-mar (SIROTKIN,
BONDER, 1997), a miosina-V de lula (MOLYNEAUX, LANGFORD, 1997) e a
miosina-V (dindum) de Drosophila (BONAFE, SELLERS, 1993).

Em vertebrados, observamos a existéncia de trés subclasses distintas de miosina-
V. A miosina Va (MVa): miosina-V de cérebro de galinha (BM-V), o gene dilute de
camundongo e a miosina-V humana (HumcM-VA) (BEMENT, 1994); a miosina Vb
(MVb): a myr6 de rato (HUANG, 1990) ¢ a miosina Ve (MVc) de humanos (HumcM-
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Ve) (RODRIGUES, CHENEY, 1998). Comparagdes do RNAm e dados da proteina de
expressdo das MVa, b e ¢ mostram que as trés isoformas expressam-se diferentemente e
podem ter fungdes celulares distintas ou sobrepostas (RECK-PETERSON et al., 2000).
A visualizagdo da BM-V por microscopia eletronica, depois da adsor¢do em
mica, mostrou que ela € uma molécula dimérica, apresentando pescogo longo e cauda
em sua maior parte globular, onde se intercalam certas porg¢des em a-hélice coiled-coil
(CHENEY et al, 1993). Analises densitométricas de varias preparagdes de BM-V
revelaram a presenga de aproximadamente 4 a 5 calmodulinas (CaM) por cadeia pesada.
Outras duas subunidades adicionais de 17 e 23 kDa eram copurificadas com a BM-V ¢
ocupavam um dos sitios 1Q do dominio pescogo (CHENEY ef al., 1993). Na Figura 3
esta representado um modelo hipotético da estrutura da BM-V, elaborado a partir de sua

visualiza¢do por microscopia eletronica (CHENEY et a/., 1993).

Miosina V
Cabega Pescogo

CaM a2

CLE e
)| = Cauda proximal

Cauda medial

1420

A Cauda globular

Figura 3 - Modelo esquematico da estrutura da miosina-V.

A estequiometria da CaM (16,8 KDa), cadeias leves (23 e 17 kDa) e cadeia
pesada ¢ de 4,0:0,3:0,7:1,0 sugerindo que cada molécula de BM-V tenha de 10 a 12
cadeias leves, das quais 8 parecem ser CaM (CHENEY e7 al,, 1993). ESPREAFICO et
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al. (1992) mostraram que as cadeias leves de CaM ligavam-se ao dominio pescogo e

que ndo havia sido detectada nenhuma intera¢io destas a outra parte da molécula.

1.3. Caracterizacio dos dominios

As miosinas da classe V sdo miosinas ndo convencionais cujas cadeias pesadas
formam dimeros que consistem de trés dominios principais: dominio cabega globular,
dominio pescogo em o-hélice e um dominio cauda consistindo de regides globulares
intercaladas com regides em o-hélice super espiralada (CHENEY ez al., 1993).

O dominio amino-terminal ou dominio motor contém ambos os sitios de
hidrolise de ATP e de ligagdo com actina, o dominio pescogo em o-hélice que contém 6
sitios de ligagfio para as cadeias leves e o dominio cauda que constitui a regido carboxi-
terminal e apresenta segmentos diferentes que podem ser divididos em trés
subdominios: cauda proximal que é um segmento em o-hélice super espiralada
responsavel pela dimerizago das duas cadeias pesadas, cauda medial que possui regides
globulares intercaladas com segmentos de o-hélice super espiralada ¢ a cauda distal,
regido C-terminal em forma globular (ESPREAFICO ef al., 1992, CHENEY ef al.,
1993).

O dominio cabega globular ou dominio motor esta localizado na regido N-
terminal da molécula. Consiste dos aminoacidos 1 ao 765 contendo os sitios de hidrélise
de ATP e de ligagdo com actina (ESPREAFICO et al., 1992).

Foram identificadas duas regides no dominio motor que podem potencialmente
codificar fungdes classe-especificas (GOODSON et al, 1999). Sdo regides ja
identificadas como loops superficiais na estrutura cristalina da miosina 1I de musculo
esquelético de galinha e correspondénl aos sitios proteoliticos mais bem caracterizados
(RAYMENT ef al., 1993a).

O loop 1 estd proximo ao sitio de ligagio do ATP; substituigdes dentro desta
regidio nas miosinas da classe II levam a uma alterago na taxa de liberagio de ATP. O

loop 2 relaciona-se & interagdo com actina. Substituigdes dentro deste dominio na
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miosina II levam a altera¢fio na afinidade da miosina por actina e na taxa de atividade
ATPésica ativada por actina (GOODSON ez al., 1999, RECK-PETERSON, 2000).

Uma investigagio destes dominios de /oop dentro da MVa revelou que somente
o loop 1 ¢ altamente conservado. Analises similares para todas as classes de miosina-V
sugerem que o Joop 1, mas ndo o loop 2 pode ter uma fungdo classe especifica. Como o
loop 2 pode contribuir para a interagdo com actina, a falta de conservagdo desta regido
entre as miosinas pode indicar que nem todas as miosinas da classe V sdo motores
processivos ou que esta regido ndo ¢ importante para 0 movimento processivo
(GOODSON et al., 1999).

A determinagdo da estrutura primaria dos membros conhecidos da classe V
mostrou que o dominio cabega ¢ altamente conservado, de leveduras a vertebrados,
apresentando 42% de identidade e 23% de homologia (LARSON, 1996).

O dominio pescogo em a-hélice consiste do aminoacido 765 ao 912. E alongado
quando comparado a outras miosinas e € o sitio de ligagdo a CaM e as outras cadeias
leves (pertencentes as EF-hand — familia das proteinas ligantes de calcio). A estrutura
primaria do pescogo contém 6 motivos repetitivos denominados motivos IQ
(JQXXQRGXXXRXXQ) que sdo encontrados na maioria das miosinas e representam
os sitios de ligagio as cadeias leves. Cada um consiste de 23 aminoacidos em residuos
basicos e hidrofdbicos (ESPREAFICO et al., 1992; LARSQON, 1996).

A ligacdio das cadeias leves de CaM e outros membros das EF-hand ao dominio
pescogo pode estabilizar o “lever arm” (brago-movimento de alavanca) que é necessario
para gerar o passo e a velocidade de deslizamento da BM-V no filamento de actina
(MEHTA et al.,1999).

As proteinas de 17 e 23 kDa sdo ambas membros da familia das cadeias leves
essenciais, que nas miosinas da classe 1I estio ligadas ao primeiro dos dois motivos 1Q,
dentro do dominio pescogo. Analises de microsequenciamento revelaram que as cadeias
leves de 17 e 23 kDa possuem 100% de identidade com as cadeias leves essenciais da
miosina II codificadas, respectivamente, pelos genes L17 e L23 (ESPINDOLA et al.,
2000a).

KAWASHIMA et al. (1987) isolaram clones de cDNA do RNAm da cadeia leve
de 23 kDa de miosina de embrides de galinha, pela hibridiza¢do cruzada com o ¢cDNA
de Micl de musculo esquelético. Andlises sequenciais destes clones revelaram que ele

continha 832 nucleodtideos e predizia um polipeptideo com 185 aminoacidos com um
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peso molecular de 20,687 KDa. A sequéncia de aminoacidos deduzida para a L23
mostrou alta similaridade de sequéncias com as cadeias leves de miosinas de varios
tecidos, indicando que a L23 pertence a este grupo. Usando clonagem de cDNA e
sondas de hibridizagdo, foi verificado que a L23 é regulada de forma temporal e tecido-
especifica. E transitoriamente expressa, por um simples gene, em musculo esquelético,
cardiaco embrionario de galinhas e em tecidos de cérebro durante os varios estagios de
desenvolvimento investigados.

Q extenso dominio pescogo apresenta seqii€ncia de aminoacidos pouco
conservada, com somente 22% de identidade entre as classes, sendo que todo o dominio
pescogo apresenta 47% de residuos hidrofabicos e 30% de residuos basicos, tipico de
polipeptideos que ligam as cadeias leves de calmodulina (LARSON, 1996).

A cauda possui as marores variagdes na composigio de aminoacidos,
apresentando pouca identidade de sequéncia entre os membros desta classe (LARSON,
1996). A cauda das miosinas da classe V consiste de uma regido predita a formar o-
hélice super espiralada de comprimento variavel, seguida por dominios globulares que
podem estar envolvidos com a ligagdo de cargas ou com a localizagdo dentro da célula
(CHENEY et al.,1993).

O dominio cauda globular da BM-V possui um dominio denominado DIL
identificado como um possivel sitio de ligagdo de membranas (PONTING, 1995). Este
motivo ¢ encontrado nas produtos do gene de Drosophila canoe (MIYAMOTO et al.,
1995) e AF-6 humano (PRASAD ef al., 1993). AF-6 possui uma complexa estrutura de
dominios que incluem os dominia ligantes de RAS, dominios encontrados em proteinas
como cinesinas, € dominios PDZ em adigdo a dominios como os de miosina-V
(PONTING, 1995). Isto sugere que a AF-6 possa representar uma importante ligagio
entre o citoesqueleto, vias de sinalizagdo celular e interagdes célula-célula
(LANGFORD, MOLYNEAUX, 1998; RECK-PETERSON et al., 2000).

ESPINDOLA ef al. (1996) verificaram a existéncia de uma proteina de 10kDa
associada a BM-V. Esta subunidade de 10 kDa foi primeiramente caracterizada como
homoéloga a uma das cadeias leves da dineina axonemal e citoplasmatica (DLC8 ) com a
qual apresentou de 85 a 100% de identidade (KING, PATEL-KING, 1995; KING ef al.,
1996). Esta proteina foi identificada também como um inibidor neuronal da NO sintase
(PIN) (JAFFREY, SNYDER, 1996), como um “interactor” com a proteina de controle
transcricional 1 kappaB alpha (CREPIEUX, 1997) e como uma proteina ligante do
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RNAm do 3’-UTR do hormdnio da paratireoide (EPSTEIN ef al., 2000). A DLC8/PIN ¢
uma proteina altamente conservada em inumeros organismos (KING, PATEL-KING,
1995).

BENASHSKI et al. (1997) e ESPINDOLA et al. (2000a) mostraram que a
DLCS8/PIN interage com a cauda da BM-V e a relagdo estimada através de analises
densitométricas entre a cadeia pesada de BM-V:cadeia leve de 10 kDa foi de 1:0,97
sendo sua estequiometria de interagdo de duas DLC8/PIN por dimero de miosina V.
Esta proteina adicional associada a BM-V pode desempenhar papéis criticos na
estrutura e fungio desta proteina (ESPINDOLA ef al., 2000a).

Quando o gene da cadeia pesada da BM-V foi clonado, uma seqiiéncia PEST
dentro da regido super-espiralada do dominio cauda foi identificada. A seqiiéncia PEST
(prolina, glutamato, serina e treonina) esta localizada entre os aminoacidos 1119 a 1138.
A sequéncia PEST tem importincia na protedlise mediada por calpaina, uma cisteina
protease intracelular ndo lisossomal ativada por célcio. A protedlise por calpaina
resultou na formagdo de um um peptideo cabegca de 65 kDa, um fragmento cauda
estavel de 80 kDa que engloba uma parte da cauda medial e a cauda globular e outro de
aproximadamente 63 kDa, correspondente & regido pescogo, cauda proximal e parte da
cauda medial (NASCIMENTO ef al., 1996). A figura 4 representa esquematicamente a
homologia dos dominios motor, pescogo ¢ cauda da MV nos diferentes filos (RECK-
PETERSON et al., 2000)
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motor a-hélice cauda globular
dupla

dilute (mouseVa) [

myr6 (rat Vb)

D. melanogaster

hum-2 (C. elegans)
Myo2p (S. cerevisiae)

Myodp (S. cerevisiae)

% = PEST site ] = ELC site
= AF-6 homology 0 = IQ motif

Figura 4 - Homologia do dominio motor, pesco¢o e cauda das miosinas

da classe V nos diferentes filos (RECK-PETERSON ez al., 2000).

1.4. Caracterizacio bioquimica da BM-V

A BM-V exibe baixa atividade K-EDTA-ATPasica e Ca-ATPasica (1.8 e 0.8
ATP/s/cabega). A atividade Mg-ATPasica de relevancia fisiologica também ¢ baixa
(~0,3 ATP/s) a ndo ser quando ativada pela presenga de F-actina e calcio. Na auséncia
de calcio, a adigdo de actina ndo tem efeito na atividade Mg-ATPasica. No entanto, em
concentracdes de calcio acima de 3uM a atividade aumenta dramaticamente na presenga
de actina e CaM exodgena, com taxas de 23 ATPs/segundo/cabega de BM-V
(NASCIMENTO et al., 1996).

A BM-V ¢ um motor molecular capaz de translocar filamentos de actina na
velocidade de 200 a 400 nm/s. Porém, enquanto o calcio aumenta a atividade ATPasica
da BM-V, ndo possui efeito estimulatorio nos ensaios de motilidade “in vitro”. Esta
inibi¢io é minimizada pela adigdo de CaM exogena, mas a velocidade de deslizamento
ainda é reduzida (CHENEY ef al., 1993). Essa diferenga da sensibilidade ao calcio em

relacdo a atividade ATPasica da miosina-V e a motilidade de moléculas adsorvidas em
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superficie permanecem inexplicadas. Foi sugerido que a adsor¢gio da BM-V na
superficie da cimara de motilidade, na auséncia de calcio, induza uma mudanga
estrutural que imita o efeito do calcio na molécula em solugdo. Alternativamente, os
adsor¢do do dominio pescogo na superficie, resultado da dissociagdo das cadeias leves
de CaM induzida pelo calcio. Isto deve conter o “lever arm” resultando a imobilidade
(RECK-PETERSON ef al., 2000).

Muitas populagdes de organelas purificadas também exibem atividade motora de
miosina-V “in vitro”. Populagdes de vesiculas de cérebro de galinha enriquecida em
BM-V e marcadores de vesiculas sinipticas suportam o movimento de actina em
velocidades equivalentes a da BM-V purificada (EVANS ef al, 1998). A BM-V
associada a vesiculas na presen¢a de baixos niveis de detergente pode ser ativada
suportando a motilidade, sugerindo que a BM-V nestas vesiculas possam ser purificadas
em estado inativo (EVANS et al., 1998).

Nos experimentos de motilidade a importincia da CaM foi demonstrada
utilizando-se W-7 ([ N-(aminohexil)-1-naftalenosulfonamida]) (antagonista de CaM) na
concentragdo de 100pM. Em tamp3o contendo EGTA-Ca*" o movimento foi bloqueado
mostrando a dependéncia do calcio para a agio do antagonista (CHENEY et al., 1993).
ESPINDOLA e WOLENSKI demonstraram que em ensaios de motilidade “in vitro”, a
a¢do de miosina V no deslizamento de actina foi inteiramente inibida por W-7 (dados
ndo publicados). Em anélises de microscopia eletrdnica pela técnica de sombreamento
rotatorio foram observadas alteragdes na estrutura da BM-V  submetida a
bombardeamento de W-7 na presenca de calcio, possivelmente devido a dissociagio das
moléculas de CaM da miosina-V (ESPINDOLA, HEUSER, MOOSEKER, dados nio
publicados).

A BM-V exibe alta afinidade de ligagdo com F-actina na presenga de ATP ou
ATP-gamma-S, como ensaiado pela combinagio de métodos, incluindo
cossedimentagdo, “quenching” de fluorescéncia com a pirene-F-actina e microscopia
eletronica (NASCIMENTO et al., 1996, TAUHATA, 1999). Na auséncia de ATP a
miosina-V faz ligagdes cruzadas com os filamentos de actina (CHENEY e/ al., 1993).
Notavelmente na presenca de ATP e calcio, a miosina-V retém a habilidade de fazer

estas ligagdes cruzadas com os filamentos de actina (TAUHATA, 1999),
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presumivelmente, devido a ligagGes cabeca-cabeca entre estes dois filamentos, ja que a
cauda ndo liga actina (NASCIMENTO et al., 1996).

CAMERON et al. (1998) investigaram a fluorescéncia intriseca do triptofano na
BM-V para monitorar as mudangas de conformagdio induzidas pelo calcio. Estas
mudangas de conformag@o foram relacionadas com a dissociag¢do das moléculas de CaM
da BM-V. A intensidade de fluorescéncia diminuiu 17% pela adigdo de concentragtes
submicromolares de calcio. Este processo foi revertido pela adi¢io de EGTA e altas
concentra¢des de CaM mostrando que, possivelmente, € parte do sistema regulado pelo
calcio.

COELHO, LARSON (1993) mostraram que o dominio cauda da BM-V estava
sujeito a fosforilagdo por uma proteina quinase associada com o citoesqueleto de actina
(CaMK-11) e controlada por ions Ca*'. COSTA et al. (1999) mostraram que a BM-V
imunoprecipita juntamente com a CaMK-II em uma fragio de terminais nervosos
solubilizada com Triton X-100. Na presenga de célcio e BM-V a CaMK-II foi
autofosforilada e subseqiientemente fosforilou a BM-V. Experimentos de overlay e
imunoprecipitagio empregando BM-V, CaMK-II purificada e anticorpos especificos
para BM-V mostraram uma interagdo fisica entre as duas proteinas. Esses resultados
sugerem que a BM-V com suas cadeias leves de CaM poderiam estar transportando a
propria CaM para ativagdo de CaMK-II em sitios especificos da célula (COSTA er
al.,1999).

MANI ef al. (1998) e PREKERIS, TERRIAN (1997) mostraram que a BM-V
estd presente em sinaptossomas e vesiculas sindpticas, sugerindo a participagio desta
molécula em algum processo nos terminais nervosos, local que também ¢é enriquecido
em CaMK-I1], e que, esta fosforilagdo pode ser um ponto de controle e interagio com
varios sistemas como: protedlise induzida por calpaina; atividade enzimatica da proteina
e sua afinidade por célcio e actina.

Com os fragmentos da BM-V expressos em baculovirus foi possivel obter dados
cinéticos e regulatorios verificando o papel das cadeias leves no 1° e 2° 1Q do dominio
pescogo (WANG et al., 2000, TRYBUS et al, 1999; DE LA CRUZ et al., 1999).
Constructos monoméricos de MVa de murinos expressos em baculovirus e constituidos
pelo dominio motor e por dois motivos 1Q apresentaram atividade Mg-ATPasica

potencialmente regulada pelo célcio quando um excesso de CaM estava presente, neste
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caso, o mecanismo de inibi¢io pareceu ser a dissociagido das CaM ligadas (TRYBUS et
al.,1999).

A atividade Mg-ATPéasica da miosina-V sem a cauda expressa em baculovirus
foi também ativada por baixas concentracdes de actina, mas, ao contrario da miosina-V
purificada de tecidos, esta ativagio ndo necessitou de calcio (WANG et al., 2000, DE
LA CRUZ et al., 1999). Estes resultados sugerem que a regulagdo da atividade Mg-
ATPasica pelo calcio requer um complexo de cadeias leves de CaM mediando
interacdes alostéricas entre os dominios cabega, pescogo e cauda da molécula de
miosina-V (WANG et ¢, 2000, DE LA CRUZ et al., 1999).

A MVa purificada de tecidos e a MVa de camundongo expressa em baculovirus
movem F-actina a 400 nm/segundo dependendo das condigdes de temperatura e de sais
(CHENEY et al., 1993; WOLENSKI et al. 1993, WANG et al., 2000).

Propriedades biofisicas de uma tinica meolécula de miosina-V foram examinadas
utilizando ensaios de ferramentas Opticas. Estes experimentos demonstraram que uma
simples molécula de MVa pode dar multiplos passos antes de parar em uma armadilha
de forga de resisténcia de aproximadamente 3 pN, uma for¢a um pouco menor do que a
medida para cinesinas (MEHTA et al., 1999, SVOBODA, BLOCK, 1994).

Estudos de ligagdo de actina e atividade Mg-ATPasica indicam que a MVa
possui alta afinidade por actina na presenga de ATP, uma propriedade diferente de
outras miosina, mas consistente com motores processivos. Motores processivos podem
ser submetidos a multiplos ciclos de hidrolise de ATP acoplados com o movimento ao
longo dos filamentos de actina sem se difundir (MEHTA et al,, 1999).

O movimento da miosina-V pode ocorrer através de dois mecanismos: a garga
pode afetar o ciclo catalitico ou pode afetar a probabilidade e a dire¢io do passo
resultante do ciclo catalitico. A medida do tamanho do passo foi de 30-38 nm contra 4-
17 nm reportado para a miosina II. Este grande passo € plausivel dado ao comprimento
do pescogo (aproximadamente 23 nm) e o dngulo (maior que 100°) entre as duas
cabegas de miosina-V (CHENEY et al., 1993). Como o passo entre 30 a 38 nm se repete
na pseudo-hélice do filamento de actina (36 nm) permite que uma simples molécula de
miosina-V e sua carga mova-se ao longo de um simples filamento sem ter que dar a
volta ao redor deste filamento para encontrar o proximo sitio de ligagdo (MEHTA et al.,
1999).
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1.5. Localizacao celular

Estudos imunocitoquimicos mostraram que a p190 estava presente na periferia ¢
nas extensdes dendriticas das células de Purkinje do cerebelo e também na regido
perinuclear do corpo celular de ratos (ESPINDOLA ef al., 1992, ESPREAFICO e/ al.,
1992). Foi encontrada, também, nas regiGes ricas em organelas dos cones de
crescimento de roedores e em cultura de neurénios do ganglio da raiz dorsal de
embrides de galinha (EVANS e al.,1997; SUTER ef al., 2000).

Em vertebrados, numerosas interagdes entre as miosinas e o citoesqueleto de
microtubulos tem sido demonstradas. ESPREAFICO et al. (1998) localizaram MVa em
centrossomos durante a interfase e a divisdo celular em diferentes tipos celulares e
TSAKRAKLIDES ef al. (1999) verificaram que a localizagdo intracelular da miosina-V
nos centrossomos ocorria sem a interagio com o dominio motor e era dependente de
microtibulos intactos.

EVANS ef al. (1997) verificaram que miosina-V associada a organelas
colocalizava com microtibulos e filamentos de actina, sugerindo que esta proteina
poderia ser carregada como um passageiro em organelas que sio transportadas ao longo
dos microtiibulos e que essas organelas também sdo capazes de se mover ao longo dos
filamentos de actina.

Recentemente o dominio AF6/canoe da cauda da MVa mostrou interacdes
fisicas com as cinesinas. HUANG e/ al. (1999) mostraram que a MVa pode interagir
diretamente com a KhcU, um motor de microtibulos, indicando que o transporte celular
é, em parte, coordenado através de interagdes diretas de moléculas motoras diferentes.

Os melanossomos representam a primeira organela que possui motilidade celular
dependente de proteinas motoras baseadas em actina e microtubulos (MOREAU, WAY,
1999). RODIONOV ef al. (1998) mostraram que a distribuigio uniforme dos granulos
de pigmentos nos melandcitos € dependente de motores baseados em actina em adigiio a
movimentos dirigidos. por motores baseados em microtibulos. ROGERS, GELFAND
(1998) usando melanossomos purificados de Xenopus laevis evidenciaram que os
melanossomos. sdo- transportados ao longo de microtibulos e filamentos de actina de

uma maneira coordenada, e que a miosina-V esté ligada aos melanossomos purificados.
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BRIDGMAN (1999) investigando o papel que a MVa desempenhava no
transporte axonal de organelas verificou que a atividade deste motor ndo era necessaria
para o transporte de longas distdncias em axdnios e sim para o movimento local e
processamento de organelas em regides, como os terminais pré-sindpticos que ndo
possuem microtibulos.

LANGFORD et al. (1999) propuseram que movimentos de longa distancias das
vesiculas ocorrem nos microtibulos e 0os movimentos de curta distancia nos filamentos
de actina e que as vesiculas de reticulo endoplasmatico liso sdo a principais populagdes

de vesiculas no axdnio que usam a miosina-V para se mover nos filamentos de actina.
1.6. Funcgoes

A Myo4 possui fungdo no transporte do RNAm de leveduras. Nessas, o mutante
myo4 desempenha papel tanto no transporte direto como no ancoramento do RNA
mensageiro requerido para a determinagdo do destino celular de proteinas essenciais em
processos de conjugagdo (BAKER, TITUS, 1998).

Outra muta¢do na Myo2p de leveduras provoca nos mutantes desorganiza¢io do
citoesqueleto de actina e acimulo de vesiculas no citoplasma, o que as tornam incapazes
de realizar o brotamento (JONHSTON ef al.,1991, BAKER, TITUS, 1998). SCHOTT ef
al. (1999) descobriram que o dominio globular carboxiterminal da Myo2p liga vesiculas
secretorias e o dominio motor dirige a translocagdo da miosina e sua carga atada, ao
longo dos cabos de actina para sitios de exocitose.

Muitos dos fenoétipos associados a perda de fungdo envolvem defeitos no trafego
de membranas. Na miosina-V sdo conhecidos dois tipos de mutagdes em camundongos,
o dilute viral (d") que, em homozigose, causa altera¢des no transporte de melanossomos
dos melandcitos para 0s queratindcitos na base do pélo, promovendo dilui¢io na
pigmentagdo normal do animal (MERCER et al., 1991). A outra mutagdo denominada
dilute letal (d), manifestada também em homozigose, produz graves defeitos
neuroldgicos que se caracterizam por convulsdes, alteragdes da postura e do equilibrio e
morte precoce (MERCER et al., 1991).

Normalmente, os pigmentos de melanossomos sintetizados nos melanécitos sio
transportados para os queratindcitos via processos dendriticos. Os melandcitos dilute

possuem processos dendriticos normais morfologicamente e ndo mostram defeitos na
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morfologia dos melanossomos (PROVANCE er al., 1996, WEI ef al., 1997). No
entanto, nos melanocitos dilute os melanossomos formam agregados em torno do
nicleo, enquanto no tipo selvagem os melanossomos estdo distribuidos no citoplasma.
Além disso, a MVa tem papel direto no trafego de melanossomos estando concentrada
em regides da célula que contém melanossomos em culturas primarias de melandcitos
(PROVANCE et al., 1996).

Em humanos, uma mutagdo no gene que codifica a miosina-V produz uma
doenca autossOmica recessiva caracterizada por diluigdo pigmentar e imunodeficiéncia
com fases de ativagdo-linfocitica. e. macrofagica. denominada Sindrome. de Griscelli
(PASTURAL et al., 1997). Esta doenga ¢é caracterizada por uma diluigdo pigmentar na
qual os melanossomos ndo estdo presentes. nos dendritos dos melandcitos, mas

agrupados em torno do nucleo (GRISCELLI ef al., 1978; KLEIN e al.,1994).

1.7. Calmodulina

A CaM, uma pequena proteina 4cida de 148 aminoacidos, esta presente em todas
as células eucarioticas e pode ser considerada como a primeira codificadora de
informagio na célula. E o principal receptor intracelular de fons calcio em células
nervosas e o complexo Ca’'/CaM regula muitos sistemas enzimaticos envolvendo
nervos e vesiculas sinapticas (LARSON e al., 1990; JAMES et al., 1995).

Muitas miosinas ndo convencionais. possuem ligadas ao dominio pescogo
multiplas cadeias leves de CaM. Elas sfio reguladas em parte pela interagio das CaM
com o Ca?', o que resulta em dramaticas alteragdes na atividade enzimatica e
mecanoquimica destas miosinas. Este método de regulagdo ocorre como consequéncia
direta da dissociagdo de uma ou mais cadeias leves de CaM ou devido a efeitos
alostericos mediados pelas cadeias leves que permanecem ligadas & cadeia pesada na
presenca de Ca>* (WOLENSKI et al., 1993).

Os efeitos do Ca’" e da CaM na atividade das miosinas foram mais
intensivamente investigados nas miosinas da classe 1 de vertebrados. WOLENSKI e
al.(1993) examinaram. a regulagdo dependente de calcio da miosina I de borda em

escova (BBMI) pela sondagem dos possiveis papéis das cadeias leves de CaM. O calcio
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regula a atividade Mg-ATPéasica da MIBB, ligando-se diretamente nas cadeias leves de
CaM e induzindo-as a dissociagdo, a qual pode ser evitada pela adi¢do de CaM exdgena.
Desse modo, a CaM atua como um repressor endogeno da atividade Mg-ATPasica. A
dissociag@o de uma ou mais cadeias leves de CaM, por concentragdes elevadas de Ca®',
causa a completa inibigdo da motilidade “in vitro” que pode ser recuperada pela adi¢do
de CaM exogena. Estes resultados sugerem que os efeitos do Ca?' na sensibilidade a
proteases, dissociagdo das cadeias leves de CaM e atividade Mg-ATPasica sdo
mediados pela interagdo Ca*'-CaM e ndo pela interagdo direta do Ca®" com as cadeias
pesadas. Quando os sitios de ligagdo da CaM foram removidos proteoliticamente por
quimiotripsina, o fragmento cabeca resultante mostrou elevada atividade Mg®'-
ATPasica ativada por actina, a qual foi completamente insensivel ao calcio. Isto
demonstrou que a CaM provoca na miosina um aumento da sensibilidade ao calcio e
atua como supressora inerente da atividade da BBMI na auséncia de Ca®". A regulagio
das cadeias leves de CaM por Ca*' pode também ser mediada pela fosforilagio da
cadeia pesada pela proteina quinase C na presen¢a de fosfolipidios. A fosforilaco
diminui a afinidade da CaM pela cadeia pesada e pode ser inibida pela adi¢do de CaM
exogena. Assim, na BBMI o Ca®" estimula a fosforilagdo e dissocia as cadeias leves de
CaM (WOLENSKI, 1995).

Nas BBMI o Ca®" estimula a atividade ATPasica ativada por actina sob
condigdes nas quais 3 a 4 CaM sdo ligadas. Em contraste, inibe a ativagdo pela actina
nas BBMI contendo somente 1 a 2 CaM. A ativagdo da BBMI pelo Ca®' ¢
presumivelmente disparada pelas mudangas de conformagdo induzidas pelo calcio na
CaM, que sdo transmitidas para a ATPase e os sitios de actina na cadeia pesada. Niveis
fisiolégicos de Ca®" estimulam ou inibem a atividade mecanoenzimatica da MIBB, com
um modo de regula¢do determinado pelo nimero de cadeias leves de CaM associadas
(SWANLJUNG-COLLINS ef al.,1991).

Na auséncia de Ca?", as CaM associam-se frequentemente aos motivos 1Q. Em
alguns casos, 0 Ca®" atua liberando as cadeias leves de CaM destes sitios, o que ¢
exatamente o oposto ao comportamento esperado para os convencionais sitios ligantes
de CaM dependentes de calcio (CHENEY e/ al,, 1993). Inimeras proteinas que ligam
CaM com alta afinidade ndo possuem motivos 1Q, mas possuem 2 longas cadeias
hidrofobicas ou aminodcidos aromaticos separados por 12 residuos (WOLENSKI,
1995).
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Muitas miosinas I de vertebrados sdo purificadas com CaM e interessantefnente
a maxima liga¢do da CaM é conseguida na auséncia de calcio, em contraste com o ja
mostrado para outras enzimas ativadas por CaM (GELL ef al., 1998).

BAHLER et al (1994) encontraram na myr4 dois motivos consecutivos de
ligagdo as cadeias leves presentes no dominio regulatorio. Estes dois motivos diferem
em seus requerimentos de calcio para 6tima ligagdo da CaM. O 1Q NH; terminal liga
CaM na auséncia de célcio livre enquanto o motivo 1Q COOH-terminal liga CaM na
presenca de calcio livre.

O complexo Ca*'/CaM interage com mais de 100 diferentes alvos proteicos.
alvo (CELIO et al., 1996). A distribuigfio ubiqua da CaM e o amplo espectro de fungdes
dependentes de Ca" que sfo reguladas por esta proteina representam um desafio para o
entendimento das vias do controle celular e a integragdo dos varios eventos dependentes
de célcio (ROUFOGALIS et al., 1982).

A estrutura cristalina da CaM mostra formas ligantes de Ca*" com dois dominios
globulares arranjados em uma configuragdo “trans”, conectados por uma longa -
hélice”, que ligam dois fons Ca*" cada um. Cada dominio globular consiste de dois
motivos em hélice-loop-hélice (Figura 5) os quais sdo ligados por uma B-pregueada
antiparalela pequena. A porgio carboxiterminal liga Ca®" com alta afinidade e o
aminoterminal com baixa afinidade. A ligagio do primeiro fon Ca*' ao dominio
globular carboxiterminal induz uma grande mudanga de conformagio que provoca dois
sinais hidrofobicos, uma em cada lado da molécula, disponivel como alvo da interago.
A ligagdo de Ca®" & CaM induz dramaticas mudangas conformacionais, que causam a
exposigdo de grupamentos hidrofébicos, disponibilizando a interagio do complexo
Ca**/CaM com as proteinas alvo (JAMES ez al., 1995).

O conhecimento sobre as interagdes fisicas entre Ca?'/CaM e proteina aceptora
foi possivel através do uso de peptideos sintéticos correspondentes aos dominios
ligantes de CaM de varias proteinas alvo relevantes fisiologicamente, enzimas ou drogas
peptidicas e toxinas. Muitos destes peptideos possuem uma sequéncia muito similar a da
CaM. A determinagdo, por NMR e cristalografia de raio X da estrutura tridimensional
do complexo Ca*'/CaM ligado a analogos dos peptideos sintéticos das regides ligantes
de CaM na quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) de musculo liso e esquelético

revelaram que a porgio da hélice central na estrutura ndo ligada e nio espiralada,
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capacita os dois dominios a engolfar os peptideos alvos helicoidais. A modulagio da
plasticidade inerente da CaM por ligantes diferentes é o elemento chave do

reconhecimento molecular dos mecanismos do sinal de transdugio (MEADOR ef al.,

1992; IKURA et al., 1992; MEADOR et al., 1993).

Figura 5 - Modelo tridimensional da calmodulina (BABU, Y. S. ef al.
1988)

A CaM liga-se a peptideos anfifilicos helicoidais de variaveis sequéncias de
aminoacidos. A superficie de liga¢do da CaM ¢ estericamente maleavel e forcas de Van
der Walls provavelmente dominam as ligagdes com os peptideos alvo. A investigagio

da seletividade quiral da CaM usando analogos sintéticos da melitina (peptideo citoativo
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do veneno de abelha - Apis mellifera) e da MLCK através de medidas de fluorescéncia e
NMR mostraram que, ambos ligam avidamente a CaM e que a superficie de liga¢do dos
peptideos de CaM ¢ notavelmente tolerante estericamente, o que sugere um potencial e
util enfoque para o modelo dos ndo-hidrolisaveis ou lentamente hidrolisaveis inibidores

intracelulares de CaM (FISCHER et al., 1994).

1.8. Antagonistas de calmodulina

A interag¢do do complexo Ca*'/CaM com proteinas alvo pode ser bloqueada por
antagonistas de CaM, que incluem uma variedade de pequenas moléculas com
caracteristicas hidrofobicas que apresentam alta afinidade pelo complexo Ca*'/CaM. A
aplicagdo destes agentes farmacologicos possibilita o controle da fungdo celular através
da seletiva modificagdo das fun¢des mediadas pela CaM (ROUFOGALIS ez al., 1982).

A trifluorperazina (TFP) e outros derivados feniltiazinicos foram as primeiras
moléculas descritas com habilidade de bloquear a interagio da CaM com moléculas
alvo. Outro grupo de grande diversidade estrutural inclui os relaxantes musculares de
musculo liso, dentre eles, o W-7. A potencialidade destes agentes depende
principalmente de sua hidrofobicidade e habilidade de acumular interfaces hidrofobicas
(ROUFOGALIS ef al., 1982).

A atividade de enzimas dependentes de CaM também pode ser afetada por
numerosos pequenos peptideos que sio ligados 8 CaM de maneira dependente de calcio.
Esses peptideos sdo usados como sondas para interagdo entre a CaM e enzimas alvo.
Entre eles a melitina, que exibe excepcionalmente alta afinidade por CaM
(BABIYCHUK, SOBIESZEK, 1997).

A melitina é a menor das proteinas enzimaticas encontradas no veneno de
abelha. Contém 26 aminoacidos que adotam uma forma helicoidal cilindrica dobrada no
centro. Sob certas condi¢des a hélice forma tetrdmeros protegendo as superficies
hidrofobicas da agua; esta € a forma ndo litica estocada no saco de veneno (DOTIMAS,
HIDER, 1987).

A melitina interage com a CaM saturada de Ca*' formando um complexo 1:1

com alta afinidade (Kd=3 nM; COMTE et al., 1983) e assumindo uma conformagio em

SISBIUFU
200418
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o-hélice (SEEHOLSER ef al., 1986; SCALONI ef al., 1998). Porém, ITAKURA, 110,
(1992) através da medida da fluorescéncia intriseca do triptofano e experimentos de
cromatografia em gel com o sistema melitina-CaM revelaram que a melitina liga-se a
CaM mesmo na auséncia de Ca*', quando a concentragio de sal & igual a zero. Isto
significa que nfo somente liga¢des hidrofobicas mas também interagdes eletrostaticas
contribuem para a liga¢do da melitina a CaM.

LIU et al, (1994) estudando a interagdo da CaM com peptideos de melitina
deletados sinteticamente verificaram a importancia dos residuos de triptofano para a
ligagdo com a CaM.

BABIYCHUK, SOBIESZEK (1997) demonstraram que a melitina interage
reversivelmente com a MLCK com afinidade comparavel & CaM influenciando o estado
de oligomerizagdo desta quinase. Na presenga de altas concentragdes de melitina a
MLCK forma oligdmeros soliveis ¢ em baixas concentra¢bes de melitina forma
oligdbmeros insolaveis. Estes oligbmeros insoluveis apareceram pela agregagdo dos
dimeros de MLCK, ja os oligdmeros soliiveis sdo formados depois da saturagio da
quinase com a melitina, resultado de um enfraquecimento da interagdo entre os
protomeros induzida pela melitina

Espectrometria de massa de protedlise limitada e experimentos de ligagdo
cruzada sugerem que a melitina interage com a CaM adotando uma orientagfo invertida
dentro do complexo quando comparada a outros substratos analisados até o momento.
As metades N e C-terminal do peptideo sdo ancoradas no dominio amino e carboxi-
terminal da CaM, respectivamente (SCALONI ef al., 1998).

INAGAKI ef al. (1996) observaram que na presenga dos antagonistas de CaM:

W-7 e TFP a extensdo das liga¢des de calcio a CaM aumentavam, de acordo com a
dose, podendo ocorrer um aumento da sensibilidade de todos os quatro sitios ligantes de
Ca*' na CaM. Analises da CaM no espectro ultra-violeta revelou que a conformagio do
complexo Ca*'/CaM diferia na presenca ou auséncia destes antagonistas concluindo que
a ligagdo destes na CaM aumentam as ligagdes dos fons célcio.

A estrutura em solugdo do complexo Ca?'/CaM com o antagonista W-7 consiste
de uma molécula de W-7 ligando cada um dos dois dominios da CaM. Em cada
dominio, o anel cloronaftaleno do W-7 ligado interage com quatro metioninas do grupo
metil e de outras cadeias laterais alifaticas e aromaticas no “pocket hidrofobico”, o sitio

responsavel pela ligagdo da CaM as enzimas dependentes de CaM. Esta estrutura do
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complexo Ca*'/CaM/W-7 sugere a inibi¢io pelo W-7 da mediagdo da CaM na ativagio
de proteinas alvo através do bloqueio do “pocket™ hidrofobico (OSAWA ef al., 1998).

OSAWA et al. (1999) investigaram as mudangas estruturais na ligagio Ca*'-
CaM na presenca de W-7. A ligagdo de duas moléculas de W-7 induziu mudangas
estruturais drasticas para o complexo Ca®'/CaM que passou de uma estrutura alongada
para uma compacta estrutura globular provavelmente pela dobra do ligante flexivel. Em
adi¢io & interagfio direta do W-7 no “pocket” hidrofobico do Ca®'/CaM deve também
contribuir para a inibigio da atividade, desde que as regides que ligam a CaM as
proteinas alvo estdo menos acessiveis devido a conformagdo compacta do complexo
Ca¥/CaM (OSAWA et al., 1998; OSAWA et al., 1999).

Uma compactagio entre os dominios do complexo Ca*'/CaM foram também
observadas previamente para as estruturas cristalinas do complexo Ca®'/CaM/TFP
(MEADOR ef al., 1992). No entanto, a estrutura quimica do W-7 difere do TIP, apesar
de ambos conterem grupos aromaticos hidrofobicos com grupos carregados
positivamente via cadeias alifaticas. No complexo Ca’'/CaM/W-7 o anel naftaleno das
duas moléculas do W-7 interagem intimamente com o “pocket” hidrofébico dos dois
dominios de CaM, enquanto somente o anel final da fenotiazina TFP interage no
“pocket” hidrofébico do complexo Ca®'/CaM/TFP. Este “pocket” hidrofobico pode
acomodar contatos de Van der Waals com grupos quimicamente diferentes (OSAWA ef
al., 1999).

Diante do que foi exposto sobre o papel regulatorio das cadeias leves de CaM na
estrutura e fungdo das miosinas, procuramos investigar através db uso da melitina ¢ W-7

as fungGes destas cadeias leves nas propriedade bioquimicas da BM-V.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo inicial proposto em nosso laboratdrio era a purificagfio, com alta
qualidade de miosina-V de cérebros de pintainhos. Apos a purificagio, o perfil proteico
das cadeias leves e pesadas da proteina purificada foram analisados através de SDS-
PAGE e, a seguir, iniciados os experimentos bioquimicos que evidenciavam que a
proteina pura tinha atividade funcional. A partir de tal evidéncia utilizamos drogas
antagonistas de calmodulina (W-7 e melitina) na tentativa de verificar os efeitos

ocasionados por estas substincias nas caracteristicas bioquimicas da BM-V.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os aspectos bioquimicos da interagio da melitina ¢ W-7 com a BM-V ¢
suas cadeias leves.

- Determinar o efeito da melitina na cossedimentagio da BM-V com F-actina e na sua
clivagem com calpaina

- Investigar a possivel reversibilidade dos processo de perda de solubilidade da BM-V
induzidos pelos antagonistas de CaM.

- Verificar como as cadeias. leves permanecem associadas aos fragmentos de BM-V

obtidos pela clivagem com calpaina
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Purificacio de BM-V

A BM-V foi purificada a partir de cérebros de pintainhos fornecidos pela Granja
Planalto S/A. O método de purificagdo foi o mesmo descrito por CHENEY e/ al.
(1993), com algumas modificagbes. Em cada preparagdo foram utilizados, em média,
120 cérebros de pintainhos de 1 dia de idade. Os animais foram sacrificados por
decapitagdo e seus cérebros foram rapidamente removidos e congelados em nitrogénio
liquido & —=70'C. Todos os passos subsequentes foram realizados & 4°C ou em gelo, a
ndo ser quando especificados de outra maneira. Todos os tampdes utilizados durante a
preparagdo continham os seguintes inibidores de proteases: PMSF 0,3 mM, Aprotinina
2,0 ug/ml e Benzamidina 1 mM.

Os 120 cérebros foram homogeneizados em tampio de extragio (Hepes 40 mM
pH 7,7, EDTA-Na 10 mM, ATP 5 mM, DTT 2 mM) com um homogeneizador
Ommnimacro. O homogeneizado total foi centrifugado a 40.000g por 40 minutos e o
precipitado descartado. Apds a adi¢io de NaCl ao sobrenadante (S1) para a obtengdo de
uma concentra¢do final de 600 mM a fra¢do foi deixada em repouso por uma hora e
seguida de centrifugacdo a 40.000g por 40 minutos. O precipitado (P2) obtido foi
ressuspenso em 30 ml de tamp3o Hepes 25 mM pH 7,2, EDTA-Na 2 mM, EGTA-Na 2
mM e DTT 2 mM, utilizando-se um homogeneizador do tipo potter (teflon-vidro). Foi
adicionada a amostra Triton X-100 para uma concentragio final de 1%, seguido de
aquecimento em banho-maria a 37°C por 2 minutos e nova homogeneizagio. A fracio
acrescida do Triton X-100 foi centrifugada a 40.000g por 30 minutos e o precipitado
(P3) foi ressuspenso em 10 ml do tampdo Hepes 25 mM pH 7,2, EDTA-Na 2 mM,
EGTA-Na 2 mM e DTT 2 mM, homogeneizada e centrifugada a 40.000g por 30
minutos para remover 0 excesso do Triton X-100. O precipitado obtido (P4) foi
ressuspenso em 8 ml tampdo de solubilizagdo (Hepes 25 mM pH 8,0, NaCl 600 mM,
EGTA 2mM, ATP 10mM, MgCl, S mM e DTT 2 mM) e centrifugado a 60.000g por 60
minutos. O sobrenadante (S5) foi cromatografado durante a noite em uma coluna de

Sephacryl 5-500 (1,5 x 100 cm) previamente equilibrada no tampao especificado acima,
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aum fluxo de 0,25 ml/min. As fragGes coletadas (3 ml cada) foram analisadas por SDS-
PAGE e aquelas contendo BM-V foram reunidas, o volume total foi diluido com 2
volumes de tampdo Trietanolamina 20 mM pH 7,4 e EGTA 1 mM sendo a seguir
adicionado DTT e ATP para a concentragio final de 1 mM. O pH foi ajustado para 7,55
com uma solug¢io de trietanolamina 10% pH 6,8 ¢ a amostra foi entdo aplicada em uma
coluna (1,0 x 3 cm) de TMA-E (Merck) previamente equilibrada com tampio
Trietanolamina 20 mM pH 7,4, NaCl 250 mM, EGTA ImM ¢ DTT 2mM a um fluxo de
1 ml/min. Apo6s a aplicagdo da amostra a coluna foi lavada com 30 ml do tampdo
descrito acima e as proteinas retidas foram eluidas com um gradiente continuo de NaCl
250 a 750 mM em 50 ml do tampdo descrito acima, a um fluxo de 2 ml/min, sendo
coletadas fragdes de 1 ml. Estas foram analisadas em SDS-PAGE e aquelas contendo o
complexo BMV-cadeias leves foram reunidas e dialisadas em tampdo Imidazol 10 mM
pH 7,2, KCI 75 mM, MgCl; 2,5 mM, EGTA 0,1 mM e DTT 2 mM. Apés quantificagio
proteica por absorbancia a 280 nm(coeficiente de extingdo molar=1,04) a amostra foi
utilizada em ensaios de atividade ATPasica, cossedimentagio, sedimentagio e clivagem
por calpaina.

Os passos da purificagdo da BM-V podem ser observados na representacio

esquematica da Figura 6.

3.2. Purificacio de actina de misculo esquelético de galinha

preparacio do pé cetonico

A actina foi purificada a partir de musculo peitoral de galinha pelo método
descrito por SPUDICH, WATT (1971). Para cada preparagdo partiu-se de 500 g de
musculo peitoral de galinha. Os procedimentos foram realizados a4 4 °C a ndo ser
quando especificado de outra maneira. Aos tampdes utilizados foram adicionados
Benzamidina 1 mM e Aprotinina 2 pg/ml. Apés sacrificio por decapitacio, retirou-se
rapidamente o musculo peitoral, que ap6s ser envolvido em plastico PVC foi colocado

no gelo e deixado em repouso por 20 minutos.
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Figura 6 — Esquema da purifica¢io da BM-V
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Ao musculo moido foi adicionado 3 volumes de tampdo de extragdo (Imidazol
20 mM, KCl 600 mM e DTT 0,5 mM) e a mistura fot entdo agitada vigorosamente por
10 minutos. O extraido foi centrifugado a 13.000 g por 15 minutos. O sobrenadante
contendo miosina foi descartado e o precipitado extraido por mais duas vezes com o
mesmo volume do tamp@o descrito acima, por mais 10 minutos sob agitagdo vigorosa,
para dissociagio da miosina restante. O precipitado obtido foi ressuspenso em 1,5 litros
de agua deionizada gelada e o pH reajustado para 8,2 a 8,5 usando 1 M de carbonato de
sodio. Centrifugou-se a 13.000 g por 10 minutos e o precipitado foi ressuspendido
novamente em agua deionizada gelada, este procedimento foi repetido por mais 4 vezes,
até que o precipitado se espalhasse no tubo da centrifuga. O precipitado foi entdio
extraido duas vezes com acetona gelada por 10 minutos, sendo o solvente removido por
filtragio em gaze. O precipitado foi, entdo, removido da gaze, espalhado em papel de
filtro e a seguir cortado em pedagos pequenos e secado a temperatura ambiente por 12

horas.

3.2.2. Preparacio de G-Actina a partir do pé cetonico

O p6 cetdnico foi agitado por 2 horas com tampéo Tris-HCI 2 mM pH 8,0, ATP
0,2 mM, CaCl; 0,2 mM e DTT 0,5 mM (20 ml de tampdo por grama de péd cetdnico)
contendo os seguintes inibidores de proteases: PMSF 0.3 mM, Aprotinina 2,0 ug/ml e
Benzamidina 1 mM.

Apds centrifugagdo a 70.000g por 30 minutos, adicionou-se ao sobrenadante
KCl e MgCl, para concentragdes finais de 50 € 2 mM, respectivamente. A seguir o
sobrenadante foi deixado em repouso por 30 minutos & 37 °C e por 1 hora a 4 °C, para
permitir a polimerizagdo da actina. Visando a remogfo de tropomiosina, foi adicionado
a amostra KCI para uma concentragdo final de 0,8 M e procedeu-se a agitagiio por |
hora em gelo. A F-actina foi sedimentada por centrifuga¢io a 100.000g por 2 horas ¢ o
precipitado foi lavado com tampdo de extragdo e, a seguir, ressuspenso no mesmo
tampdo utilizando-se um homogeneizador do tipo “Dounce”. A amostra foi dialisada
por 72 horas, com duas trocas diarias, em tampdo de extragdo para permitir

despolimeriza¢do da F-actina, sendo entdo clarificada por centrifugacio a 100.000g por
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15 minutos. Apds dosagem da quantificagiio proteica por absorbincia 280 nm,
considerando o coeficiente de extingdo molar de 1,09, a G-actina foi dividida em

aliquotas, congelada diretamente em nitrogénio liquido e estocada a —=70°C.

3.2.3. Preparacio de F-actina e sua estabilizagiio com faloidina

Para obtengdo de actina polimerizada (F-actina) diluiu-se o volume da aliquota
de G-actina com o mesmo volume de tamp@o Imidazol-HCI 20 mM, pH 7,2, KCl 150
mM, MgCl, 5 mM, acrescentando-se DTT 2 mM. A incubagfo foi feita em 30 minutos
a temperatura ambiente. A F-actina foi estabilizada com faloidina adicionando-se a
mesma quantidade (mol/mol) de faloidina a partir de um estoque de 2 mg/ml em tampéo

Imidazol 10 mM pH 7,0.

3.3. Purificaciio de calmodulina de cérebro bovino

Calmodulina foi purificada de cérebro bovino segundo o protocolo descrito por

GOPALAKRISHNA, ANDERSON (1982). Para cada preparagdo, 300g de cérebro

bovino fresco ou congelado foram homogeneizados com 2 volumes de tampdo de

extragdo (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA | mM, - mercaptoetanol 1 mM e PMSF
0,3 mM). Apos centrifugagdio a 15.000g por 30 minutos & 4 °C, o precipitado foi
novamente extraido com 1 volume de tampdo de extracio e centrifugado. Os
sobrenadantes de ambas as extragdes foram reunidos, filtrados em gaze e, a seguir,
procedeu-se a precipitagdo isoelétrica adicionando-se acido acético 6 N até atingir-se
pH 4,3. A amostra foi agitada lentamente no gelo por uma hora e entdo centrifugada a
15.000g por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em tampio de extracdo
(150 ml/300g de cérebro) e o pH ajustado para 7,5 com Tris | M. A amostra foi
aquecida rapidamente até 90 °C e deixada a esta temperatura por 5 minutos sendo,
entdo, resfriada em gelo. Apds centrifugagiio a 15.000g por 30 minutos & 4°C,

adicionou-se ao sabrenadante CaCl; 1 M para concentragdo final igual a 5 mM. A
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amostra foi aplicada na coluna de Fenil-Sepharose CL-4B previamente equilibrada em
tampdo Tris-HCl 50 mM, CaCl, 0,1 mM, - mercaptoetanol 1mM e PMSF 0,3 mM.
Apds aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes do mesmo tampio
contendo 0,5 M de NaCl. A cluigdo foi feita com tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
EGTA 1 mM, [3- mercaptoetanol | mM e PMSF 0,3 mM. As fra¢des eluidas foram
analisadas em SDS-PAGE e aquelas contendo calmodulina foram reunidas, dialisadas

contra 4gua deionizada e liofilizadas em aliquotas de 500 pig apos dosagem de proteina.

3.4. Ensaio de ATPase

A atividade ATPasica foi ensaiada usando método colorimétrico de TAUSSKY,
SHORR (1953). As reagdes foram realizadas no volume final de 430ul, por reacdo, ¢
iniciadas pela adigao de ATP 2 mM. lmediatamente apos a adigdo de ATP, 200 pl
foram retirados e adictonados imediatamente a um tubo contendo 200p! de acido
tricloroacético (TCA) 10% resfiiado em gelo. O volume restante foi imediatamente
incubado no tempo especificado da reagiio a temperatura de 37° C e a reacio terminada
pela remogdo de 200 pl para outro tubo contendo 200ul de TCA 10% resfriado em gelo.
A atividade Mg-ATPase de 10 nM de BM-V foi determinada apds 5 minutos de
incubagdo. A hidrélise de ATP foi expressa como ATP/s/ cabeca de miosina e calculada
considerando a massa molecular relativa de dimero de BM-V nativo de 640 kDa
(CHENEY ef al., 1993). Na Figura 7 encontra-se representado o esquema do ensaio de

ATPase.

3.5. Ensaios de cossedimenta¢io da BM-V com melitina

Os ensaios de cossedimentaciio foram realizados em tampdo Imidazol 10 mM
pH 7,2, KC1 75 mM, MgCl, 2,5 mM, DTT 2 mM. Foram utilizados 100 nM de BM-V e
I UM F-actina estabilizada com faloidina, na presenca de melitina 2 uM e 0.5 M, em

um volume final de 200 pl.
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Figura 7 — Representac¢iio esquematica do ensaio de ATPase

As amostras foram previamente incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos, sendo posteriormente centrifugadas a 20.000 rpm por 1 hora a 4 °C. Os
precipitados foram preparados para SDS-PAGE e aos sobrenadantes foram adicionados
0,10 volumes de deoxicolato de sodio (0,15% p/v) e 0,15 volumes TCA 50%, incubados
15 minutos 4 4°C e a seguir centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, sendo os

precipitados preparados para SDS-PAGE.
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Os ensaios foram realizados na presenga ou auséncia de ATP 20 mM e
Ca:EGTA 2,1 mM. Na presenga de ATP foi fornecido 13 uM de calcio livre e na

auséncia 19 uM de calcio livre.

3.6. Ensaio de sedimentacio da BM-V com melitina ¢ W-7

Os ensaios de sedimenta¢do foram realizados em tampdo Imidazol 10 mM
pH 7,2, KC1 75 mM, MgCl, 2,5 mM ¢ DTT 2 mM. Foram utilizados 100 nM de BM-V,
com concentragdes crescentes de melitina ou de W-7 em um volume final de 200 ul. As
amostras foram previamente incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos, sendo
posteriormente centrifugadas a 20.000 rpm por | hora a 4 °C. Os precipitados foram
preparados para SDS-PAGE e aos sobrenadantes foram adicionados 0,10 volumes de
deoxicolato de sodio (0,15% p/v) e 0,15 volumes TCA 50%, incubados 15 minutos a
4°C e a seguir centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, sendo os precipitados
preparados para SDS-PAGE.

Os ensaios foram realizados na presenga ou auséncia de ATP 2,0 mM e

Ca:EGTA 2,1 mM. Na presenga de ATP foi fornecido 13 pM de calcio livre e na

auséncia 19 uM de calcio livre.

3.7. Proteélise por calpaina

A protedlise da BM-V por calpaina foi realizada por 3 horas a 25° C usando-se
uma propor¢do em massa de 1:30 de BM-V/calpaina, na presenga de CaCl, 2 mM e
DTT 2 mM e interrompida pela adigdo de tampdo da amostra “TA 10 X”(item 3.10) ou
EGTA 5 mM. As amostras resultantes do ensaio foram analisadas em SDS-PAGE 5 a

22%.
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3.8. Protedlise por calpaina e ensaio com Q-Sepharose

A amostra de BM-V digerida com calpaina foi aplicada em uma coluna de
cromatografia de troca anidnica Q-Sepharose e eluida com tampdo Imidazol 10 mM,
KCI 75 mM, MgCl, 2,5 mM, DTT 2 mM e EGTA 1mM com concentragdes de NaCl de
0,15,0,3¢0,75M.

3.9. Dosagem de Proteinas

A concentracdo de proteinas nas [ragdes foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976) tendo como padrio a soro albumina bovina (BSA). As
determinacdes foram feitas em duplicatas e a absorbancia foi medida a 595 nm.

Paralelamente 4 dosagem de proteina das fra¢des foi feita a curva padrio de
BSA em concentra¢des crescentes variando de 5 a 30 ug. A concentragio de proteina
em mg/ml foi determinada a partir de calculos de regressdo linear baseados nos valores

obtidos a partir da curva-padréo.

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE)

A anélise eletroforética foi realizada utilizando-se o sistema de tampio
descontinuo descrito por LAEMMLI, FAVRE (1973) e o sistema de placas de vidro
descrito por STUDIER (1973).

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita em placas de vidro de
dimensdes 7,1 x 10 x 0,075 cm apresentando um empilhamento de 3 % e um gel de
separagdio com gradiente de 5 a 22%. As amostras para SDS-PAGE foram preparadas na
propor¢do de 10:1, em volume de fragdo e tampdo “TA 10 X” (Tris- HCI 31,2 mM,
SDS 8,75%, sacarose 20%, {3-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,25%, EGTA
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Il mM), respectivamente. Utilizou-se como tampido do eletrodo Tris 25mM, EDTA
1,95 mM, Glicina 192,5 mM, SDS 0,75%.

As separagdes eletroforéticas foram conduzidas com amperagem constante de 30
mA, por um tempo médio de 60 minutos. Apds a corrida, os géis foram corados pelo
método deserito por WEBER, OSBOURN (1969) - Coomassie brilhant blue R-0,25%
dissolvido em solugdo de metanol 50% e acido acético 10% por 30 minutos. Os géis
foram descorados em solucido de metanol a 30% e 4cido acético a 10%, e armazenados
em solugdo de acido acético a 7%.

Os padrdes de massa molecular adquiridos da Sigma foram SDS-6H - cadeia
pesada da miosina Il de musculo de coelho (205 kDa), -galactosidase de /<. coli (116
kDa), fosforilase b de musculo de coelho (97 kDa), albumina bovina (66 kDa),
ovalbumina (45 kDa) e anidrase carbonica de eritrocito bovino (29 kDa) e SDS 7B - a2
macroglobulina (180 kDa), B-galactosidase (116 kDa), frutose 6 fosfato (84 kDa),
piruvato quinase (58 kDa), fumarase (48,5 kDa), lactato desidrogenase (36,5 kDa) ¢
triosifosfato isomerase (26,6 kDa). No caso do padrdo 6H, além dos polipeptideos

presentes por frasco do produto, foi adicionado calmodulina purificada.

3.11. Western Blot

As proteinas separadas eletroforeticamente conforme descrito no item 3.10
foram eletrotransferidas em corrente constante de 200 mA por 12 horas para membrana
de nitrocelulose utilizando como tampdo de transferéncia Tris-HCI 25mM, Glicina
190 mM, Metanol 20% (TOWBIN ef al., 1979). Apos a transferéncia a membrana de
nitrocelulose foi corada com solugdo de Ponceau 5% em acido tricloroacético 0,3% por
5 minutos e, a seguir, lavada com agua deionizada. Para bloqueio dos sitios
inespecificos a membrana foi incubada em leite desnatado (Molico-Nestlé) 5%
preparado em TBS-T (Tri-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, TWEEN-20 0,05%) por
um periodo minimo de | hora. A seguir, as membranas foram lavadas (3 x 5 minutos
cada) em tampdo TBS-T para remog¢do da solugdo anterior. A seguir procedeu-se da
seguinte forma:

1 - Incubagdo com anticorpo primario por 12 horas; 2 — lavagem com TBS-T

durante 15 minutos por 3 vezes, 3 — incubagio com o anticorpo secundario conjugado &



Materiais e Méilodos 35

peroxidase por | hora; 4 — lavagem com TBS-T durante 10 minutos por 3 vezes. A
revelagdo foi feita por quimioluminescéncia usando Kit ECL e o protocolo do fabricante
(Amersham-Pharmacia-Biotech).

Anticorpos primarios utilizados: Anti-cabega e anti-cauda de miosina-V foram
obtidos utilizando-se soro de animais imunizados contra proteinas de fusio desses
dominios expressos em bactérias, de acordo com SUTER e/ a/. (2000), anti-calmodulina
~ monoclonal (Boehringer Mannheim); anti-DLC8 - policlonal-coelho (Gentilmente
cedido pelo Dr. Steven M. King — University of Connecticut Health Center,
Farmington, Connecticut).

Anticorpos  Secundarios utilizados:  Anti-IgG  coelho-POD e anti- IgG
camundongo POD (Boehringer Mannheim; Amersham-Pharmacia-Biotech).

A retengdo das cadeias leves de 10 kDa foram maximizadas pela incubacdo das
membranas PVDF (0,2 uM) com 0,2% de glutaraldeido em TBS-T por 40 minutos,

seguido por duas lavagens com TBS antes do bloqueio dos sitios inespecificos.

3.12. Aquisi¢iio ¢ anilise de imagens

Os géis timidos foram acondicionados em peliculas de transparéncias (3 mm) e
as imagens digitalizadas foram adquiridas por equipamento Micron scannermaker
controlado por computador Micron 300 MHz e processadas em formato “TI1F” (Tagged
Image Format). As imagens (géis ou blots) foram quantificadas utilizando estacio
Video Document System (VDS) Pharmacia com sofiware apropriado (“lmage Master”).
Para a construgdo dos graficos, o valor relativo da BM-V nos precipitados (%) e
sobrenadantes (%) foram caleulados de acordo com a quantidade total de proteina (soma

da BM-V presente nas fragdes sobrenadantes e precipitados).
3.13. Calculo da concentracio de cilcio livre

O calculo da concentragdo de calcio livre nas reag¢des foi feito utilizando-se o
programa Mcalc (FABIATO, 1988). Nos experimentos foi utilizado um tampio
Calcio/EGTA 50 mM preparado a partir de uma solugdo de CaCl, 0,1£0,0005M
(Orion).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo a BM-V foi purificada a partir de cérebros de pintainhos de | dia
de idade e de nove dias de idade. As Figuras 7 e Figura 8 mostram o perfil eletroforético
das amostras obtidas durante as etapas de purificagdo da BM-V. No painel B da Figura
7 observamos o imunoblot das fragdes P5 e S5.

Apesar de bem visivel no gel, corado com coomassie, que grande parte da fragio
S5 da BM-V foi solubilizada a partir da fracio P4 nas condi¢des usadas no tampio da
S-500, o resultado obtido no imuneblot ainda sugere que uma pequena parte da BM-V
permanece insolivel nestas mesmas condigdes (a intensidade da banda em P5 se deve
em muito a sensibilidade do método de quimioluminescéncia). Isto também ocorreu em
maior grau na solubilizagdo da BM-V durante a homogeneizagdo dos cérebros.
Acredita-se que cerca de 40% da BM-V total do cérebro (CHENEY, 1998) permanece
associada a fragdo particulada de membrana (P1) que ndo ¢ solubilizada pelas condigdes
de extragdo.

E importante ressaltar que nossa experiéncia com 36 preparagdes de BM-V, ao
longo destes dois ultimos anos, apontou que 0s pontos criticos para se obter uma
preparagdio com sucesso foran:

- O niimero de vezes em que se processa a homogeneizac¢do, para isto padronizamos em
4 vezes de 60 segundés cada, mantendo sempre o volume do copo de homogeneizacio
completo.

- A poténcia do homogeneizador também afeta a composicio final da fragdo purificada.
Uma homogeneizagdo mais intensa aumenta a composicdo de proteinas que
acompanham a fragdo purificada. Padronizamos nossa homogeneizagio para o
Onmimacro Homogeneizer - OMNI.

- Uso de tecido fresco versus tecido congelado em nitrogénio liquido e conservado 3 —
70°C. Observou-se que a preparagdo do tecido congelado sempre esta sujeita ao

aparecimento no SDS-PAGE de bandas adicionais, principalmente a uma dupla banda

que migra em ~50 kDa.



Resultados e Discussdo 37

A B

Pool BM-V

5 p5 S500 pura P5 S5

e cérebros de pintainhos

Figura 7 - Preparacio de BM-V a partir d

A) SDS PAGE mostrando as etapas da PU
A direita estdo In

rificagdo. H — Homogeneizado, S -

Sobrenadante, P- precipitado. dicados HC — cadeia pesada da M5

aM — calmodulina € cadeias leves de 23, 17 ¢ 10 kDa.

(heavy chain), A - actina, C
Os padrdes de massa molecul x 10%) encontram-se indicados a

ar relativa (Mr

esquerda.
B) Imunoblot das amostras de precipitado (P5) e sobrenadante (S5) de uma
Preparagio de BM-V marcado com anti-cabega de M5.
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A Frag¢Bes Sephacryl S-500
P5 S5 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Fragdes TMA-E

B Pool
S500 FT 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10
116
j’ 97_
/ 664
45_]

|
}/ Flgura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracoes eluidas da coluna de
Sephacl‘yl 500 (S500) ¢ TMA-E durante a purificagio de BM-V de cérebros de

pintainhos
/ AF ragdes eluidas da coluna de filtragdo em gel S-500.

|
B Fragges eluidas da coluna de troca idnica TMA-E.
HC - cadeia pesada (heavy chain), A -actina, CaM -

A dipe;
direita estao indicados
CalmOdUHHa e cadeias leves de 23, 17 € 10 kDa. Os padrdes de massa molecular i

Telatiyy, (Mr x 103) encontram-se indicados a esquerda.



 Resultados ¢ Discussdo 39

Entre 1 3 i
re as diversas preparagoes que foram realizadas, o processo foi otimizado d
1izado de

acordo com sugestdes de outros trabalhos (TAUHATA, 1999). Nessas pre
’ ~ as preparagoes

notamos ¢ iminut
ue diminuindo o volume dos tampd il
ges utilizados ao lon
2 go dos passo
ssos da

colo ficou otimizado em relacdo ao tempo de execugdo, economia d
> 11a de

purificagdo o proto

re ' i i

agentes, ¢ quantidade de proteind purificada.

ambém afetou a qualidade da miosina-V purificada. Ist
ada. Isto

- A qualidade dos reagentes t
ente usado (SIGMA-§7653) por um

ubstituiv o NaCl originaln

aconteceu quanto s€ S
Neste caso a BM-V purificada quando

N . P
aCl adquirido da REAGEN Quimica.
do, mesmo a 15.000 g ja sedimentava-se na condigiio

(LAV

submetida a ensaio de sedimentag
ausada por algum contaminante presente

c o . .
ontrole, indicando desnaturagao da proteina ¢
jtamos a utilizar um NaCl (SIGMA

nest
este NaCl. Este problema desaparecey quando vo

rof Dr. Luis Claudio Cameron da UNIRIO.

S7653), gentilmente cedido pelo P
de NaCl, liberou a BM-V mais

- A resina de troca idnica «“MAL”, na presenga
faci , ) A , -
cilmente que a resina de troca 1onica «()-Sepharose > ¢ {oi mais eficaz na eliminaga
nag¢io
4veis como actina, tubulina, espectrina e debrina. A média d
~ a das

as nas preparagoes foi d
scritos a seguir:

de contaminantes indesej
e 250 pg/ml e as variagdes

concentragdes proteicas obtid
es de varios fatores de

observadas foram decorrent
purlhcada podemos observar que ao longo

dade da BM-V aqui

p S < @

dessas preparagbes as amostras d
mentos do laboratorio para identificagdo da
[

imunoblot como controle de diversos experl

BM-V em outros tecidos € organismos. Em

degradagio da BM-V mesmo quand
de dialise por mais de duas semana

adi¢do, nao observamos fragmentos de

o ocorreu 0 armazenamento em geladeira, sol
a, SOD

condic¢d b
di¢do do tampao s, tendo sempre o cuidado de

adicionar 2 mM DTT a cada semana.
da miosina-V de ¢
aborat()rio foram util

érebro de vertebrado tem possibilitado sua
<

A purificagdo
izadas preparagdes de BM-V

Em nosso 1

e estudos sobre & i
PINDOLA e d. 2000b) e Calomys calossus

caracteriza¢ao bioquimica.
dentificagio de BM-V em glandulas
[e

para controle experimental d

endcrinas e outros tecidos de rato (ES
(BARCELOQS, 1999; BARCELOS ¢/ al., 2000), em sistema nervoso de Apis melifera ¢
s (MENDES ef al., 2000, BA
1774 (RELS ¢/ al., 2000).

boratorio apresenta um perfil de proteina em

Melipona scutellari RCELOS, 1999) e em experimentos

com macrofagos de murinos

A BM-V purificada em nosso fa

de poliacrilamida que indica a copurificagdo das cadeias leves de

eletroforese de gel




T e

|
|

Resultados e Discussizo 40

aM, cadeias leves do tipo essencial LC23 e LC17 e a cadeia leve homologa a cadeia
¢ b A &

C
leve de dineina e a PIN. Preparacdes de BM-V em cérebro de pint

nove dias apresentaram o mesmo perfil de cadeias leves. As propriedades da BM-v
[e

ainhos de um ou

avaliadas neste estudo sugerem que a proteina preserva suas condi¢Bes nativas e ¢
<

Propicia aos experimentos aqui realizados. Neste caso, testamos os efeitos de
antagonistas de CaM como W7 e melitina sobre algumas das propried
d 4

BM-V_ As implicagdes dos resultados encontrados para o conhecimento bioquimico,
- - - [¢

ades nativas da

estrutural e funcional desta miosina serdo aqui discutidos.
A cabega trabalhadora de uma miosina inclui um dominio pescogo com

fungdes de regulagio e alavanca na transducdo mecanoquimica do processo de

motilidade (RAYMENT ef af., 1993a; XIE er al, 1994). A BM-V esta entre
0, com seis motivos 1Q.
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. . \ i
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(ELC) codificadas pelos genes de Gallus galluf‘ LC17 je 23, sendo estes também
componentes da miosina 1l ndo muscular de cérebro (hSPlN[?OLA el al., 1996,
NABESHIMA ef al., 1987, KAWASHIMA e al.,, 1987). Se consideramos que a ELC
ocupa na BM-V a mesma posigdo que ocupa na miosina-Il podemos supor que a ELC
estafia ligada ao primeiro motivo 1Q (RAYMET\JT el .a/., 1993a). E‘mI apoio a idéia de
que 1Q1 tem uma fungdo especifica de ligagdo a cadeia lev'e e‘ssencm » observa-se que
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mesmo tipo de miosina-V. Além do mais Myo2p de levedura liga-se 3 CaM ¢ 3

fa ]‘
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funciona como uma cadeia leve essencial em levedura (BROCKERHOFF of al., 1994

STEVENS, DAVIS, 1998).
Observamos em nossos estudo que podem ocorrer alteragdes na estrutura da

molécula de BM-V na presenca de antagonistas de CaM (melitina e W-7). A BM Ve as
: -Vee

cadeias leves de 17, 23 e 10 kDa perdem a solubilidade enquanto as cadeias leves de

CaM permanecem soluveis. Utilizamos um peptideo citoativo do veneno de abelha
< <

Apis mellifer, i i nids : .
(Apis mellifera), que exibe excepcionalmente alta afinidade por CaM, para investigar o

nivel destas alteragdes.
Os ensaios de solubilidade foram realizados com 100 nM de BM-V ¢

concentragdes crescentes de melitina. Os ensaios na presenga de ATP foram realizados
8 Q

com I3 uM de cilcio livre e na auséncia de ATP com 19 uM de cilcio livre

Nestes ensaios, na presenga ¢ auséncia de ATP e com concentragdes crescentes

de meliti AN ol e} A1 N
nelitina, a BM-V sedimentou-se juntamente com a cadeia leve de 10 kDa, enquanto

as cadeias leves de CaM e melitina permaneceram nos sobrenadantes ( Figura 9). Estes

resultados foram confirmados através de imunoblot (Figura 10). Assim, evidenciamos

que possivelmente as interagdes de alta afinidade estabelecidas entre as CaM da BM-V
e melitina induziram uma mudanga de conformagdo que levou a uma liberagdo da CaMm

do dominio pescogo da BM-V com conseqiiente alteracdo da estrutura e agregacio

observada nesta miosina.

Nas analises densitométricas, observamos que, na presenca de ATP, em
concentragdes de melitina de 0,25 a 1 pM ocorrem modificagdes na sedimentag¢io dg
BM-V. Na concentragdo de | M de melitina, na auséncia de ATP, foram observadosg

59% das amostras no precipitado (Figura 11B) contra 15% observados nos ensaios na
presenca deste nucleotideo (Figura 1A). Na concentragdo de 2,5 UM de meliting

evidenciamos a perda mais acentuada da solubilidade da BM-V (92%), na auséncia ou

presenca de ATP(Figura [1). As cadeias leves essenciais de 17 ¢ 23 kDa e a cadeiy leve

de 10 kDa (LC8/PIN) tiveram sua solubilidade parcialmente alterada ficando, em

média, 65% da LC8/PIN, ligada a BM-V (Figura 13), enquanto 90% das cadeias leyeg

de CaM continuaram soltveis (Figura 12).
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Figura 10 - Imunoblot do ensaio de sedimentagio da BM-V com
melitina na auséncia de ATP

Imunoblot das fragdes S (sobrenadante) e P (precipitado) dos ensaios de

sedimentacdo da BM-V com concentra¢des crescentes de melitina

utilizando anticorpos anti-calmodulina e anti-dlc de Clamydomonas.
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De acordo com RAYMENT e/ al. (1993a) no subfragmento S| de miosina I1
na

a Hua q ! . ~
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a N P
gacdo do ATP no sitio

amplificando as mudangas c0!
litina-BM-V este nucleotid

a melitina de retirar as cadei

eo poderia causar uma mudanga de

ativo. Na intera¢do me
conformagio que impediria as leves de CaM da BM

§ aM da BM-V
Desse modo, na presenga de ATP,

izagdo da proteina.
o de BM-V com [-actina na presenga de

serfa necessdrio concentragdes mais altas d
s altas de

melitina para a insolubil
os de cossedimentacd

ativa de verific
o A cossedimentagio foi realizada na presenca
~ <

5

melitina foram realizados na tent
na intera¢io da BM-V com a F-actin

de 100 nM de BM-V, | pM de [-actina
s com 13 M de calcio livre ¢ na auséncia de ATP

¢ 2,0 ¢ 0,5 pM de melitina. Os ensaios na
SAi0$ 1

am realizado

presenga de ATP for
10 encontramos que

a concentragdo de melitina que

com 19 uM de calcio livre. Con
a solubilidade da BM-V cra de 2,
ye nao interferissem na cossedimentagiio. No entanto, as

PRI

0 e 0,5 M) ou foram insuficientes para
[¢

causava = "
a alteragio n 5 uM procuramos utilizar

valores de concentra¢do g

elitina utilizadas (2,

]‘ t 1 1 1C wl¢

verificar seu efeito na interagdo d

interagdo. (Figura 14 € Figura 15, respectivamente
s de CaM da BM-V e as conseqiientes alteragdes

a molécul

). Estes achados nos indicam quc a
[¢

retirada das cadeias leve

e ocorrem nest
e CaM néo s¢ cossedi

a nio afctaram 0 sitio de ligagiio com a
<

conformacionais qu
mentaram e ndo impediram a

actina, visto que as cadeias Jeves d

interaiio da cadeia pesada com @ F-actina.

melitina (10 uM
lise. Os fragmentos obtidos na protedlisc da

) utilizada no ensaio de clivagem da BM-

A concentragdo de
erferiu na proted

obtidos na presene
interferiu na proteolise da BM-V pela

V por calpaina ndo int
a de melitina ¢ na marcagdo do

foram 08 mesmos

amostra controle
m, 4 melitina ndo

imunoblot (Figura 10)- Assit

calpaina
abega ¢ cauda mostraram, através
> h

Os ensaios de purificagid dos fr
agmento cauda de 65 kDa

M de NaCl. Através de an
am degradadas pela calpaina ¢ as

agmentos C
foi eluido com 0,15 M de NaCl e o

de imunoblot que o ff
alises de SDS-PAGE também

fragmento cabega com 0,75

adei enciais for

foi verificado que as cadetds Jeves €SS
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[Re2A% <

cadetias OF: [ [

as leves de CaM permaneceram ligadas ao fragmento cabega de 65 kDa. D

o a. Dados

unoblot revelaram ¢ [ k

ue a cadeia leve de 10 kDa est 1

d stava ligada ao fr
ragmento

cauda (Figura 17).

es de BM-V feitas durante o curso deste trabalho na
d nao

de ATPasica

As preparagd
a0 nivel da relatada em MOOSEKER

apresentaram um ativida

CHENEY (1995) que
BM-V. O valor maximo de

-
ATP/segundo/cabega de
2k : o1 !
por Ca Jcalmodulina foi de 19 ATP/segundos. Em algumas

(lflVIddd(, A[ldSlLd [)I()VRVC)IHCIHC dCVid() a
€

mencionam  uma atividade ATPasica de 45-60

atividade A'TPasica ati
atividade A'TPasica ativada por

F-actina e estimulada

preparacdes nio se observou
2-V. Suspeitou-se de vérios fatores entre cles, dgua ¢ pli
S, 48 que

desnaturacdo da miosin
a BM-V ativa. Com relagiio a qualidade da

engdo de um

estariam afetando a niio obt
foi padronizado ao longo dessc trabalho un
!

IT_ ey .gs .
actina utilizada para cstes ensalos,

de para obtengio do po-
de G-Actina foi re
protocolo descrito em Material ¢

contro e d ) H Y ic ili € acg
] ¢ quahda C(,lonlc(), U“llzand() S()n]c"t > acelona db
< »

qualidade (Merck). A preparagao
Roy Larson (Bioqt,lil’nica-FMRP) de acordo com O
2.22). A preparagao de F
igura 14, Figura 15 ¢ Figur
Com relagio a atividad
s0 P2 tratada com 0,1% de Triton gelado

alizada no Laboratério do Dr

_actina foi testada em varios ensaios de

M¢étodos (itCl]]
3
a ]2)) ¢ demonstrada, de maneira
[

cossedimentagio (F
adequa i o T
quada, sua qualidade funcional. e ATPisica tambe fotan

ade de uma frag
ANS el al. (1997). A fracio P2 enriquecida em vesiculas

ade ATPasica ativad
ndo-inibida por 50mM de BDM

obtidos dados de ativid

obtida de acordo com EV
a por F-actina e regulada por

mostrou com sucesso uma ativid

~ 20
Ca®'/CaM, inibida por

(EVANGELISTA ef al., 1999)- B
se realizados par

trifluorperazind ¢
ados foran
2 BM-V pura tanto em relagio a

stes d 1 importantes para confirmar a
C

qualidade dos ensaios de ATPa

exeCUQaO do método, (]Uﬂ“ddde da ,F-ﬂCti“tl € CHM'
ad() em tOdaS as pl epal aQOCS de BM-—V [b] a
<

Um aspecto importante observ

posi¢ao de suas ©
¢oes de

adeias leves. Um fato a observar ¢ que

hor .
omogeneidade da com
freu nas prepara BM-V realizadas no Jaboratorio do Dr

PINDOLA, cot
Granja Plan
amente na manh
ados por um setor especifico da

diferente do que oco

Mooseker da Yale University (ES
amente na

nunicagdo pessoal), 0s pintainhos aqui
alto na mesma manha de eclosio dos

utilis ~ '
tilizados sio coletadas diret
i scguinte, Ja no caso do

a tarde ou 1ar
os sdo compr
1 idade dos pintainhos.

0 .
vos ¢ sacrificados na mesim
o 08 pintﬂinh

laboratar . .
aboratorio acima referid
1 o controle d

U . . ~ 5
niversidade e geralmente 140 se tel
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A Ca?* - +
Melitina - T S - * - +
_S PSP S P SP

M-V com 2,0 pM de melitina

jmenta¢io daB

Figura 14 — Sedimentagfio ¢ cossed
Na presenca e auséncia de ATP
A) SDS PAGE de amostras de sobrenadante (S

efeito de melitina na sedimentagdo © cossedimentagdo da BM

) e precipitado (P) mostrando o

-V, na presenca de 2,0

MM de ATP e com 13 pM de calcio livre. N
B) SDS PAGE das amostras 4 sobrenadante (S) € precipitado (P) mostrando o

efeito de 2,0 UM de melitina 1 sedimentagdo ¢ €0SS
0 livre. A direita estdo indicados HC —

edimentagdo da BM-V na

aUséncig de ATP ¢ com 19 MM de cdle

A - actind CaM - calmodulina, cadeias leves de 23 e

“adeia pesada (heavy chain),
10kDy,
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R

Ca2+ -
Meliti - + 2 4 - -
itina S 7 s p.S P g P S ‘ P S P S P

i e e e A
; RYPEINE : L i Vo

|_CaM
+ ATP
B Z +
Ca2t - - i
Melitina T TS
' W ‘ b W LRSS Ww - A
) AT]‘)

Figury 15 _ ge dimentaciio € C0SS cdimentagio da BM-V com 0,5 pM de melitina na

Presenca e auséncia de ATP
uséncia sadante (5) @ precipitado (P) mostrando o efeito

|
'~ 4) SDS PAGE das amostras de sobre
ssedimentagdo da BM-V, na presenga de 2

de 0,5 UM de melitina na sedimentagao © co

mM de , de calcio livre.
ATP ¢ com 13 pM d¢ o dante (5) € precipitado (P) mostrando o efeito

B) Spg bre

PAGE de amostras de S0 A .
de 0,5 M edimentagdo © cossedimentagdo da BM-V na auséncia de
MM de melitina 0 2 indicados HC — cadeia pesada (heavy

ATe com 19 uM de célcio livre. A direita estdo !

“hain), A _ actina e CaM - calmoduling, B~ =2.



Resultados ¢ Discussdo 51
1 2 3
s |- © o~-cabeca
116
97
66
o-cauda

45

29~

17~

Figura 16 Protedlise da BM-V com calpaina na presen¢a de
melitina

A) SDS-PAGE da BM-V intactd (1), cli
aina na presen¢a de melitina (3).
5 ¢ 3 utilizando anticorpos conira os

vada com a calpaina (2) e

clivada com calp
B) Imunoblot das amostras

a e cauda.
fragmentos cabeg ntos cabega de 130 kDa e cauda de

; 10 indicados os fragme :
A esquerda estdo Ol JSp— molecular relativa (Mr x 10%)
80 ¢ 35 kDa. Os P

encontram-se indicados & direita.




Resultados e Discussdo 52

o~cauda

~ 80

a-~cabeca

~65
oa-~dle

beca e cauda da BM-V digerida com

o dos dominios €2

Q-Sepharose
(1), clivada com & calpaina (2) e fragdes eluidas

Figura 17 - Separaci

calpaina por cromatografia ¢m

A) SDS-PAGE da BM-V intacta

da coluna com 0,15M (3)¢ 0,75 M (4) de NaClL.
utilizando anticorpos pard o dominio cauda globular (B),

B, C e D: Imunoblots
cabega (C) e anti-dlc de Clamydomonas D).

: i da de
A esquerda estdo indicados 0S fragmentos cau

cadeias leves de 23, 17¢ 10 kDa.

80 kDa e cabec¢a de 65 kDa e
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. SERtLAUON ¢ Discisséo

as diversas preparacdes

ESPINDOLA (comunicagio pessoal) relatou que entre
de BM-v que realizou no Laboratério da Yale (EUA), foi notado que em alguns casos g
Cadeia leve de 23 kDa estava ausente. Levantou-se a hipotese de que estq variagdo

poderia ser decorrente da diferenga de idade dos pintainhos. Para evidenciar (al fatq

realizou-se um experimento controle patrocinado pelo Prof: Wilson Felipe Percirg
(DEMOR- UFU) que gentilmente cedeu uma gaiola especial, sey laboratorio e geyg
cuidados para a manutengdo de 100 pintainhos até a idade de nove dias O experimento

realizado com estes pintainhos em comparagio aos pintainhos de | dia de idade sio

Mmostrados na Figura 18. Observa-se que a cadeia leve de 23 kDa esta presente nessa

breparacdo sugerindo que ndo hd variagdo aparente da presenca desta cadeia leve,

A analise densitométrica da BM-V purificada de pintainho de nove dias revel
10 kDa foram respectivamente

aa

Seguinte composigdo: para LC 23, CaM, LC 17 ¢

0 subunidades por cadeia pesada de BM-V. Estes resultados diferem dos

1,0:4,0:2,0:3,
valores de 0,3:4,0:0,7:1,0 observados por CHENEY ¢t al. (1993) ¢ ESPINDOLA el al

(2000a) para BM-V normal.
Investigamos, também, o efeito do W-7 na molécula da BM-v. (g ensaios de

interagﬁo foram realizados com 100 nM BM-V e concentragdes crescentes de W-7. Os

ensaios na presencga de ATP foram realizados com 13 uM de calcio livre.

O efeito do W-7 na solubilidade da BM-V foi observado 3 partir de

concentragdes de 60 uM onde observamos 89% da BM-V nas amostras dos
sedimentos. Em concentragdes de 80 ¢ 100 pM a alteracdo na solubilidade foj de

93% e 99% ¢ as cadeias leves de CaM permaneceram no sobrenadante (Figurg 19).
2 .
A estrutura em solugdo do complexo Ca” /CaM com o antagonista W-7

consiste de uma molécula de W-7 ligando cada um dos dois dominios da Capg

(OSAWA ef al,, 1998). Ensaios de motilidade i vifro, mostraram que » agio de
3 .5 .

miosina-V no deslizamento de actina foi inteiramente imbida por W-7 e em andlises

de microscopia eletronica pela técnica de sombreamento rotatorio foram observadas
<l !

alteragdes na estrutura da BM-V submetida a bombardeamento de W-7 pa presenca
; ,

de célcio, possivelmente devido a dissociagdo das moléculas desta Miosing
< 2

(ESPINDOLA ef al., 2000c).
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sedimentagio de BM-V obtida d
e

j0 entre a coS

Figura 18 - Compara¢
inhos de difere

c I 4
érebros de pinta
30 € cossedimenta

A
) SDS-PAGE da purifica¢

dia de idade.
B
‘) SDS-PAGE da purifica¢® © cossedimentagdo de BM-V purificada de pintai
dias de idade. -
sada (heavy chain), A - actina, CaM

_ cadeia pe

A i
direita estdo indicados HC
3,17¢ 10 kDa. Os

adrd
padrdes de massa molecular relativa

ca .
Imodulina e cadeias 16VeS de 2

e indicados 3 esquerda.

(Mr x 103) encontram-$
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I

BM-V

W-7 na sedimenta¢io de
de concentragdes crescentes de W-7

ATP e com 13uM de célcio
da BM-V (heavy

Figura 19 - Efeito do

SDS-PAGE mostrando 0 efeito
na solubilidade da BM-V, na presené de
livre. A direita estdo indicados HC - cadeia pesada .
chain) e CaM - calmodulina. Os padroes de massa molecular relativa

i di ; da.
(Mr x 103) encontram-S€ indicados @ esquer
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AY S0

Cl “:NEY ¢ 99; 1OSU wram I) I V'S 1h1Zzacao en n
{ al. (l ) m t arat DO 1SU ll' < Qc m I“in()SCOp.a (:]c I
! -~ t Onica

da BM_ \/ 0 -1
}U”ﬁcada um eS])CSSEIl'Hento unif()l‘m
a n]iOSina ESta eS“.UU "
. ira p()de represe
p ntal a

¢ da molécula estendendo para tras
<

cer
ca de 20 nm da cabega globular d

as cadeias leves associad

SPREAFICO et al. (1992) mos
e calmodulina. Sequenciamento peptidico das cadei
as cadeias

de calmodulina (ESPINDOLA ef al., 2000a)
oy a .

a5 - i
as ao dominio pescogo. Ensaios de overlay

cadeia pesada e
traram que o dominio pescogo

realizados por E

contém os sitios pra ligagdo d

lev
es demonstrou que de fato tratava-s¢
associagio cadeia jeve-calmodulin
a para a BM-V de cé¢
e cérebro

modulinas para cada cadei
eia pesada e 1-2 :
-2 cadeias

ados para a BM-V de cérebro de pintainho

A estequiometria dessa

de pintainho de um dia (4-5 cal
al) concorda com 05 d
o um possivel efeito desenv
s obtidos com trifluorperazina, um antagonista

ste

leves do tipo essenci
d .
e nove dias descartand

composici . .
posicdo destas cadeias leves. Dado

ulina (VEIGAL ¢/ al., |
a de actina (LARSON er al., 1990

olvimental na relacdo da
<

hidrofobi
ofébico de
ca QRC .
almod 089), mostraram uma inibi¢do d
a

ativacdo da BM-V pelo Ca?" na presen

ESPINDOLA ef al., 1992).
Para NASCIMENTO ef al. (1996) a natureza cooperativa da ativagio por Ca*'
¢ a

observada no limite de 1-3 tM ér
s hipotese de que 0 ca’

eminescente da de outras enzimas reguladas
adas por

CaM 1 ]
confir 1 ¢ i
, mando a atua sobre BM-V via cadeias leves de

de sediment

do em experimentos
a solubilidade. Na tentativa de verifica
ar

de calcio, perdia su
desta solubilidade, © precipitado  obtido  foi
oi

1 10 mM, KCI 75 mM, MgCl; 2,5 mM

Foi mostra
1
00 M de W-7, na presenca

a -
possibilidade de recuperagao
contendo [mid

ado com calmodulin
de CaM pelo W-7 a integridade estrutural da
< s

res - 5
suspendido em tampdo azo

DTT

IT2mM e EGTA I mMe incub
adeias leves
a ressolubizagﬁ

mostra P2 representa
_ Ja nos ensaios de ili S
) motilidade "in vitro" a

a exogena

Apos a retirada das ¢
BM-V foi
V foi alterada de forma que

de CaM exogena (Figurd 20) (
bo insolu
teve sud solubilid
sivelmente devido a
solugio € a imobilizada na camara de

o nio fot possivel mesmo com a adi¢d
a0
. a a BM-V insoluvel que

bilizada

er
permaneceu na parede do tU
ade recuperada apos a adicdo d
e

B - .
M-V tratada com 0 antagonista

CaM (ESPINDOLA e/ al- 2000c) pos
as moléculas de BM-V em

diferengas estruturais de

conformaca
nformagao entre

Motilidade.
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BM-V S Pl Py

205
116
66 —
45

29,
17

Figura 20 - Ensaio de solubilidade da BM-V com .“.7-7
SDS-PAGE das amostras de sobrenadante (S), precipitado 1 (P1) e
Precipitado 2 (P2) obtidas quando a BM-V foi incubada -com 100
M de w-7 resenga de 19 uM de célcio livre, e centrifugada 5
UM de W-7, na p o |
30.000 g por uma hora. A direita estdo indicados HC - cadeia

Pesada (heavy chain). Os padrdes de massa molecular relativa (\Mr x

o i 3 da.
10%) encontram-se indicados a esquer

57
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OSAWA ¢t « . .
e el al. (1999) investigando as mudancas estruturais na i
a aM na p]‘esenca de W-7 . . ¢ a lgaQﬁo
_7 encontraram que a ligagdo de du ‘
¢ 1as moléculas de W
-7

induziran
; ) 3 e
am mudancas estruturats drasticas para 0 complexo Ca*'/CaM
aM que passot
1 de

a estrutura globular compacta provavelmente pel
pela

uma estr pala U
leXO C l/C M 1 ¢ e V
.a .aivl, nas lT]OlCCUlaS d BM

dOb . : , .

ra do ligante flexivel. A ligagio do comp

de provocar também estas mudangas estruturai
§ iturais

e na presenga de W-7 po
atividade fisiologica da proteina.
as em NASCIMENTO et al. (1996) podem

: emos

afirmar '
que algumas delas ja foram respondid i
as e outras ainda ndo sa
o sdo conheci
" idas.
distintas de calmodulina encontradas por CHENEY

ssenciais por ESPINDOLA er af

comprometendo a

Entre as questoes levantad

Isto é :
0 é a natureza das cadeia leves
adeias leves €

el

al. (1993) foram reveladas como €

Je dissociar calmodulina? Em que condigdes?
s0es’

(2000a). As questoes se 0 Ca’' é capaz
Qual o papel da ligagdo do Ca*'? O que

regulaciio do furnover do ATP n

CAMERON ef al. (1998) discutent estas

cionais que ocorrem somente
a CaM conio principal componente de cadeia
< ¢

as calmodulinas distantes causariam n
¢ a

a cabega da BM-V?
questdes. Um dos aspectos € sobre

aS [ <
<

miosi

osina-11. No caso da BM-V, qué tem

fluorecéncia d

vado pelos autores. De acordo com a
[d

a CaM ndo contribui de maneira
(4

leve, falta o triptofano ¢ @
significativa para 0S8 efeitos que foram obser
deduzida do primeiro € quinto motivos 1Q de cada cadeia
ai a liberagdo da c (

tofano ao meio aquoso causando

seqiiéncia de aminoacido
almodulina destes sitios 1Q

m triptofano. D

s residuos de trip
s nio observaram nenhuma mudanga d
0

pesada inclui-se u

oder .
poderia potencialmente €xpor 0

a. Entretanto, ele
dicando que exposigdo desses residuos de

da fluorescéncia. CAMERON ef af

decrésci .
créscimo da fluorescencl
i adicionado, in

. e
spectro quando ca®' fo
quenching

usa primaria do

mudangas na flu
a cadeiad pesada que afetam €sses € outros restduos d
' e

25 ~ ;e
induz a um decréscimo da absorbénci
ancia

(1998) especularam que 3
acoes d

servado que © Ca
ja pesada da B

a . .
alteracdes nas conform

tri , ]
ptofano. Também fo ob
e contém a cade

deidS leves de
] modo (]Ue se encurta a distancia entre a
d

M-V. Dados de outras miosinas

a 280 nm do pico qu
a-11 de molusco pode levar a

re . . ~

velam que a dissociaga0 das ca
pescogo, de 18
so da regi

miosin

um ) o
colapso parcial da reglao

Jo pescogo quando a calmodulina

€

ca . .
auda e a cabega da miosin® Um colap
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dissocia d
-8€¢ po - 1
podae corrrer por analogla com as outras miosinas e p610 dad
s dados aqui
u

d
emonstrados e comentados.

Citando ainda CAME

ue os sitios 1Q da regido pe

acdo da calmodulina e de outras cadeia
adetas

RON et al. (1998) que por comparagdo com as out
itras

miosinas
comentam ¢
scogo da BM-V sdo parte de um

alfa-hélic , -

hélice longa que € estabilizada pela lig

s dados estruturais que O ultimo sitio 1Q em
. sua

lev . .
es, pode se estimar a partir do
a uma distancia

duas vezes mais distantes que na miosin
a-

extremidade C i A

ade C-terminal esta de 0.25 nm da regido de ligagdo d

acti ;o . . agdo de

tina do dominio cabega, isto ¢, Cercd de
I de my)

misculo esquelético. Uma ' i
, mudanga conformacional na regid
egiio pecogo
com sub-

na regido ligante de actina seria consistente com
um

sequente repercussao

a ligagdo do Ca’" aumaoum
tante. Desde que a clivagem da BM-V pela
Le

mecanismo i
no qual [
q ais cadeias leves regularia de algum

ade de um sitio catalitico dis
abega-pescoco o efeito o C H i
abega-pescoso; do Ca® em ativar a acto-BM-V

adeia pesada nesta 1€

modo a ativid
calpaina mimetiza a jun¢do ¢
ATPa Foantd
se. a continuidade da ¢ 1a
) : a gido deve ser essencial para a
regulacio.

Um das caract

da miosina da classe-V é que elas ndo forman
am

eristicas basicas
a miosina-11 possui dois tipos de

Neste caso

as 6 e 10 S de
tos sob condigdes idbnicas fisioldgicas o

fi .
lamentos como a miosina-11.
rm

acordo com seus coeficientes de

conformacio referidas como fo
cossedimentagio. A forma 6 S forma filamen
a forma 10°S. A falta das cadeias leves de 17 e 20 kDa impede
Jitando na form

a forma 10 S para as miosina sem as
[¢

que niio ¢ observado n
agdo de filamentos na presenga de

0
enovelamento na forma 10 S, 1€t
do enovelamento n

TP. Esta menor habilidade
eves pode ocorrer devido a coesdo destas
[¢

cade: .
adeias leves de 20 kDa ou ambas cadeias |

duas cabecas (KATOH, MORITA, 1996).

O modo de ligagio das ¢ as leves regulatorias s
a miosina- em caracteristicas que assemelham-se

odei jo mostrados no fragmento

Il e possu

S1 da estrutura em cristal d

2+ .
complexo Ca’'/CaM. A estrutura quaternaria do pescogo
ente interagoes €s

ontato do dominio N-terminal da

as estruturas de ligagdo do
pecificas das cadeias leves

yolve ndo som
estabilizam © c
C-terminal da cadeia leve regulatoria

[e

d L
a miosina muscular et
s mas também

cial (ELC) com o dominio

{ al., 1993a)-

com as cadeias pesada
cadeia leve essen
(RLC) (RAYMENT ¢

Poderia a calmoduli
[1? Sua jibera¢

a BM-V 0 mesmo papel que as cadeias leves

na exercer b
j0 da BM-V poderia causar a exemplo das

]‘e R . .
oulatorias da miosind



_V__Resullados e Discussdo 60

3o nativa e fungdo? Isso seria possivel se

RLC 1 1

na miosina “, perda de conformag

a reguao PCSCOQO sofreriam um pOSSiVC] CO]’lp
apso

consi :

nsiderarmos que 0s motivos Qd

aM, o que propiciaria novas interagdes co
m

el Anci .

pela auséncia das cadeias Jeves de C

a ou com outras molécul

poderiam ser amplificadas para toda a
<

Outras I.eg-~ ’
ides da molécul
as de BM-V. Est i
. Estas modifica¢d
rot Qoes
as no dominio pesco¢o

do sua desnaturagao.
es para a cadeias leves de CaM ¢

c e
onformacionais iniciad

reeil
gido da cabega da BM-V causan
gestes de diversas fungd

erfalni“a ddS pr()teinds ]’;]"-ha”(] r] em Sld
. 0

out i
ras cadeias leves pertencentes a Sup

adeias leves est
o requerido para a velocidade de

abiliza o brago em alavanca que é

r o
proposto que a ligagdo das ¢
r o famanho de pass

necessario para gera
1993a, UYEDA e¢f al, 1996, HOWARD

deslizamento (RAYMENT el al,

SPUDICH, 1996, METHA ¢/ al,

s [Q da Myo2p, a8 |
alta do dominio pescogo ndo ¢ essencial para a
«

as i
cepas selvagem, sugerindo qu¢ @ t

funes '

ungdio da Myo2p. Por oulro Jado, leveduras que

expressam também a Mlclp, que € equivalente a cadei
a

normalmente (STEVENS, DAVIS, 1998)

( al. (2000) a fungdo primaria das cadeias

1999). Em cepas de leveduras em que estdo
[¢
eveduras crescem (uase tdo bem quanto

ausentes os seis motivo

super-expressam MyoZp crescem

mui
uito pouco, mas se super-
lev i

¢ essencial da BM-V, elas cresceim

Segundo RECK—PETERSON ¢

edura poderia Sef
via, s€ O comprimen

m pescogo pode nio ser capaz de

a de fornecer um suporte estrutural para o

le o
ves na miosina-V de lev
to do dominio pescoco

dominio pescogo da Myo02p. Toda
passo, Myo2p s€

jamento. Port
a Myo2p sem pescogo levanta a

ongo do microfi

movi .
ovimento processivo a0 I
lidade d

a BM-V, & viabi
gsencial mas nd
ias leves teria 3 , .

iam papéis regulatorios

processivo como
o requeira movimento processivo

() . g0 ~ .
possibilidade que sua fungdo sej e

riores
a miosina-V de cérebro ¢ regulada
[¢

Em eucariontes SUp® as cade
o0s pard Myo2p, visto que

ON et al. (2000
eio de alteragdo da rigidez flexional do

1 leve de CaM ou altera¢do da
Ci

adicionai
adicionais aos observad
) sugerem que provavelmente um

por Ca*' in vitro. RECK-PETERS
a-V seja por m

m < o
odo de regulagio da miosi
o da cadet

pela dissociagd
e. Entretanto, pel
que 0 P

domini
minio pescogo tanto
o fato da motilidade in vitro da
[e

afinidade de ligagdo da ¢a

Mo e C
iosina-Va ser inibida por ¢4
onhecido (Cl

p de jeveduran

deia lev
2t oonsideramos

IENEY ¢/ at.,
50 devem ser regulada por Ca?!

apel do célcio na fungdo da
1993, WOLENSKI e al.

mios; o
osina-V seja ainda desc

1993). As fungdes essenciais da MyoZ



_'Resullados ¢ Discussdo 01

S

uma vez que as cepas mutantes de calmodulina que falham em se ligar a0 Ca®" in

vitro sio viaveis (GEISER ¢/ al., 1991).
es intracelulares da CaM procuramos, com nosso

Através do uso de inibidor
e dos detalhes moleculares que
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! envolvem a regulagdo da BM-V e suas cadeias feves.
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As cadeias leves de CaM ligam-se aos motivos 1Q por interagdes

2 miosina muscular; estas cadeias leves estariam fazendo

hidrofobicas, ¢ como n
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Interagdes especificas com

meliting ¢ W-7 levariam a molécul
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a BM-V requer as cadeias leves de CaM assocjadas

ferramenta util para indicar que
ade fisica e funcional.

a0 dominio pescogo para manter sua integrid
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6. RESUMO

A miosina-Va de pintainhos (BM-V) possui duas cabegas motoras com miltiplas
Cadeias leyes de calmodulina (CaM) associadas com o dominio pescogo ou regulatério
de cada cadeia pesada, um fato consistente com os efeitos regulatérios do calcio nesta

Miosina. As cadeias leves estio relacionadas a regulagdo motora e manutengio da

Cstrutura integra do dominio pescogo, 0 qual conecta o dominio motor e o dominio
Cauda. Nos investigamos os efeitos especificos do cilcio e dos antagonistas de

calmoduling (W-7 e Melitina) na desnaturagio da BM-V. Para retirar as cadeias leves de

CaM a BM-V 1o; incubada com os antagonistas de CaM na presenga de 1 a 20 uM de
avaliadas por sedimentacdo e

2+ . .. N
Ca™ tivre ¢ suas propriedades bioquimicas foram

interacﬁo com F-actina. Demonstramos que a melitina ¢ o W-7 removem as cadeias
leves de calmodulina em concentragdes acima de 2,5 uM e 80 uM, respectivamente.
almodulina sdo removidas por seus

BaS‘Cﬂmente, quando as cadeias leves de ¢
ca de ATP, em concentragles de

antagonistas 3 BM-V torna-se insolavel. Na presen
meliting de 025 a | uM ocorrem modificag0es na sedimentacdo da BM-V. Na
uséneia de ATP, foram observados 59% das

“Oncentragio de 1uM de melitina, na a
[5% observados nos ensaios na presenca deste

AMostras no precipitado contra
a insolubilidade da BM-V quando a

nuCleO“deo, sugerindo seu possivel efeito protetor 1 |
CaM ¢ removida. A habilidade da BM-V na interagao com a F-actina ndo foi
<.

S8nificamente afetada pela melitina.

n indicar que
de CaM constitui yma ferramenta util para indicar ¢ e '
de Capg associadas ao dominio pescogo pard manter sua integridade fisica e funcional.

¢ dQgdas ¢

Portanto, consideramos que 0 uso de antagonistas
a BM-V requer as cadeias leves
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7. SUMMARY

Myosin-Va from chick brain (BM-V) is a two headed motor with multiple calmodulin
(CaM) light chains associated with the regulatory or neck domain of each heavy chain, a
feature consistent with the regulatory effects of Ca®’ on this myosin. The light chains
are implicated in motor regulation and in maintaining structure integrity of neck
domain, which connects motor and tail domains. We investigated the specific effects of
Ca?" and calmodulin antagonists (W-7 or Melittin) tn myosin-Va denaturation. To strip
CaM light chains we incubated BM-V with calmodulin antagonists in the presence of 1 -
20 uM free Ca?' and evaluated its propertics by sedimentation and F-actin binding,
Myosin-Va loses all of its calmodulin light chains when incubated with Ca®' plus W-7
or melittin at concentrations of 80 and 2.5 UM respectively. Basically when its

antagonist removes calmodulin, myosin-Va becomes insoluble. Experimental conditions
in the presence of ATP showed the protector effect of this nucleotide in BM-V
insolubility when CaM is removed. The ability of BM-V in F-actin interaction is not
significantly affect by melittin. Therefore, we reported here a specific effect of calcium
plus calmodulin antagonist on causing myosin-Va denaturation and the role of the
calmodulin-neck domain interaction on structural integrity and myosin-Va function,
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