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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ATP adenosina 5’triíòsfato

BBM1 "brush border myosin I" (miosina I da borda em escova)

BM-V brain myosin-V (miosina-V de cérebro)

CaM calmodulina

CaMIC proteína quinase dependente de Ca2'/calmodulina

cDNA ácido desoxirribonucléico complementar

C-terminal carboxi-terminal

DTT ditiotreitol

EDTA ácido etilenodiaminoteracético

EGTA ácido etilenoglicol-bis-(P amino etil éter) N’, N’-tetracético

ELC “essencial light chain” - cadeia leve essencial de miosina

F-actina actina filamentosa (polimerizada)

kDa kilodaltons

Hepes ácido N-2-hidroximetilpiperazina N’-etanosulfônico

NMR ressonância magnética nuclear

N-terminal amino-terminal

PMSF fluoreto de fenilmetilsulfonila

RNAm ácido ribonucleíco

S-500 sephacryl 500

SDS dodecil sulfato de sódio

SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS

TA tampão da amostra

TCA ácido tricloroacético

TBS-T Tris buffer saline - tween

TMA-E resina “tentáculo” de troca de ânions

TRIS hidroximetilaminometano

W-7 aminohexil 1 -naftalenosulfonamida
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1. INTRODUÇÃO

Através da biologia celular são continuamente descobertos novos papéis para o 

citoesqueleto. A revolução sobre seu conhecimento tornou-se possível graças à 

caracterização funcional de novas proteínas a ele associadas, projetos de 

seqüenciamento genômico e à bioinformática (SALMON, WAY, 1999).

Microfilamentos e microtúbulos, principais componentes do citoesqueleto, 

representam complexos sistemas de polímeros que desempenham papéis essenciais 

durante muitos processos celulares, que incluem segregação cromossômica, citocinçse e 

motilidade (MOREAU, WAY, 1999).

As superfamílias das proteínas motoras cinesinas e dineínas, associadas aos 

microtúbulos, atuam em mecanismos celulares como o transporte de organelas e mitose 

(HIROKAWA et al., 1998). Em adição aos motores dependentes de microtúbulos 

encontramos as miosinas não-convencionais, dependentes de actina, que estão 

envolvidas no tráfego de membranas e no movimento de organelas.

SMALL et al. (1999) sugerem que o citoesqueleto de actina desempenha o 

principal papel na determinação da forma celular. No entanto, sua própria reorganização 

está sujeita a modulação por interações extracelulares e por atividades dependentes de 

microtúbulos. Assim, a interação entre microfilamentos e microtúbulos é uma 

característica importante na adesão e motilidade celular.

Com base em similaridades estruturais, propõe-se que as cinesinas, miosinas e 

proteínas G possuem um ancestral comum (VALE, MILL1GAN, 2000). A evolução 

destes motores moleculares encontra-se representada na Figura 1.

As funções de diferentes classes de miosinas são investigadas através de análises 

bioquímicas, genéticas, citológicas, e estudos de localização sugerem que as miosinas 

da classe V relacionam-se com o transporte de organelas (MERMALL et al., 1998; 

BAKER, TITUS, 1998).
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"Nuclcotidc Switch"

Ciosina (motor precursor)
'A. Proteínas G

Cinesinas Miosinas

Famílias de Cinesinas Famílias de Miosinas

Figura 1 - Evolução das proteínas motoras miosinas e cinesinas 

(VALE, MILLIGAN, 2000, com modificações).

1.1. Miosinas não convencionais

As miosinas são proteínas motoras que se translocam ao longo dos filamentos de 

actina de uma maneira dependente de ATP (BAKER, T1TUS, 1998). São classificadas 

com base nas comparações da estrutura primária dos domínios motores dos genes das 

cadeias pesadas das miosinas conhecidas (MERMALL et al., 1998). A superfamília das 

miosinas consiste de 17 classes distintas estruturalmente (HODGE, COPE, 2000).

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

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

descritas (HODGE, COPE, 2000)

A maioria das miosinas consiste de um domínio motor N-terminal ou cabeça, um 

domínio pescoço ou regulatório, sítio de ligação das cadeias leves, e um domínio cauda, 

específico para cada classe. A exceção é a miosina de Toxoplasma gondii (classe XIV), que 

não possui domínio pescoço regulatório (MERMALL et al., 1998).
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Informações considerando a função e propriedades mecanoquímicas de muitas 

destas classes de miosinas ainda são escassas em relação às bem caracterizadas miosinas 

das classes I, II e V.

Na Tabela I podemos observar a diversidade de funções das miosinas não 

convencionais nos processos celulares.

Tabela I - Funções potenciais de miosinas não convencionais (extraído 

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

Função em potencial Miosina Classe
Crescimento e dsenvolvimento celular MyoA,B,C de Dictioselium i

Myo 3p e 5p de levedura i

MYOA dcAspergilhis i

Movimento Celular MyoA c B de Dictiostelium i
Transporte de RNA Myo4p de levedura V
Movimento de partículas e organelas BM-V V

Dilute de camundongo V

Myo2p de levedura V

95F de Drosophila VI
Localização de quitina Myo2p de levedura V
Transporte de melanossomos Dilute de camundongo V
Ilerança vacuolar Myo2p de levedura V
Endocitose MyoA, B e C de Dictiostelium 1

Myo 3p e 5p de levedura I
Exocitose Myo A e B de Dictiostelium I

Myo 3p e 5p de levedura 1

MV0A deAspergillus I
Fotorreceptor de membrana ninaC de Drosophila III

miosina 7a de humano VII
Fototransdução ninac de Drosophila III
Integridade rabdontérica ninac de Drosophila III
Ancoramcnto e estabilização de estcreocílios SnelFs waltzer de camundongo VI

M7a de humano VII

Adaptação de células ciliares Mip I

Organização de actina em estcreocílios da cóclea MyoI5 de camundongo XV

MYO 15 de humano XV

Diferenciação leucocitária M9b de humano IX

Transdução de sinal M9b dc humano IX
Myr5 de rato IX

1.2. As miosinas da classe V
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A miosina-V foi originalmente identificada em preparações de cérebro de 

coelhos, como uma proteína ligante de calmodulina (CaM) com peso molecular em 

torno de 190 kDa (pl90) associada ao citoesqueleto de actina (LARSON et al., 1988; 

LARSON eZ a/., 1990).

LARSON et al. (1990) mostraram que uma fração obtida de cérebro e 

enriquecida em pl90 apresentava atividade Mg-ATPásica ativada por actina, 

característica de todas as miosinas, e esta atividade era estimulada por cálcio/CaM; a 

mesma fração, entretanto, não apresentava a atividade K-EDTA-ATPásica também 

característica de miosinas. Além disto, com base na imuno-reatividade diferencial de 

anticorpos policlonais gerados contra a cadeia pesada da pl90, ficou demonstrado que 

esta proteína não era um fragmento proteolítico da miosina 11, sendo ainda distinta desta 

miosina.

ESPÍNDOLA et al. (1992) encontraram evidências bioquímicas e imunológicas 

de que a pl90 apresentava propriedades similares às de miosinas. Observaram a 

interação da actina com a pl90 e determinaram seu efeito na sedimentação com actina 

em baixas velocidades de centrifugação.

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 

seqüenciamento completo do cDNA da BM-V, mostrou que a cadeia pesada é composta 

por 1830 aminoácidos (212.509 kDa) (ESPREAF1CO et al., 1992).

São conhecidas a miosina-V na levedura Saccharomyces cerevisiae: MYO2p 

(JONHSTON et al., 1991) e MY()4p (HARRER et al., 1994), o produto do gene dilule 

de camundongo (MERCER et 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 Ae Dictiostelium (PETERSON et al., 1996), a myr 

6 de rato (ZHAO et al., 1996), o produto do gene IIUM-2 do nematoíde Caenorhabditis 

elegans (BAKER, TITUS, 1997), a miosina-V de ouriço-do-mar (SIROTKIN, 

BONDER, 1997), a miosina-V de lula (MOLYNEAUX, LANGFORD, 1997) e a 

miosina-V (dindum) de Drosophila (BONAFÉ, SELLERS, 1998).

Em vertebrados, observamos a existência de três 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) e a miosina Vc (MVc) de humanos (HumcM- 
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Vc) (RODRIGUES, CHENEY, 1998). Comparações do RNAm e dados da proteína de 

expressão das MVa, b e c mostram que as três isofòrmas expressam-se diferentemente e 

podem ter funções celulares distintas ou sobrepostas (RECK-PETERSON et al., 2000).

A visualização da BM-V por microscopia eletrônica, depois da adsorção em 

mica, mostrou que ela é uma molécula dimérica, apresentando pescoço longo e cauda 

em sua maior parte globular, onde se intercalam certas porções em oc-hélice coiled-coil 

(CHENEY et al., 1993). Análises densitométricas de várias preparações de BM-V 

revelaram a presença 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 e 

ocupavam um dos sítios IQ do domínio pescoço (CHENEY et al., 1993). Na Figura 3 

está representado um modelo hipotético da estrutura da BM-V, elaborado a partir de sua 

visualização por microscopia eletrônica (CHENEY et al., 1993).

Cabeça Pescoço
CaM 912

"M * *■ "M” 7”Miosina V

— Cauda globular

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

A estequiometria da CaM (16,8 KDa), cadeias leves (23 e 17 kDa) e cadeia 

pesada é 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 e1 al., 1993). ESPREAF1CO et 
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al. (1992) mostraram que as cadeias leves de CaM ligavam-se ao domínio pescoço e 

que não havia sido detectada nenhuma interação destas a outra parte da molécula.

1.3. Caracterização dos domínios

As miosinas da classe V são miosinas não convencionais cujas cadeias pesadas 

formam dímeros que consistem de três domínios principais: domínio cabeça globular, 

domínio pescoço em a-hélice e um domínio cauda consistindo de regiões globulares 

intercaladas com regiões em a-hélice super espiralada (CHENEY et al., 1993).

O domínio amino-terminal ou domínio motor contém ambos os sítios de 

hidrólise de ATP e de ligação com actina, o domínio pescoço em a-hélice que contém 6 

sítios de ligação para as cadeias leves e o domínio cauda que constitui a região carboxi- 

terminal e apresenta segmentos diferentes que podem ser divididos em três 

subdomínios: cauda proximal que é um segmento em a-hélice super espiralada 

responsável pela dimerização das duas cadeias pesadas, cauda mediai que possui regiões 

globulares intercaladas com segmentos de a-hélice super espiralada e a cauda distai, 

região C-terminal em forma globular (ESPREAFICO et al., 1992; CHENEY et al., 

1993).

O domínio cabeça globular ou domínio motor está localizado na região N- 

terminal da molécula. Consiste dos aminoácidos 1 ao 765 contendo os sítios de hidrólise 

de ATP e de ligação com actina (ESPREAFICO et al., 1992).

Foram identificadas duas regiões no domínio motor que podem potencialmente 

codificar funções classe-específícas (GOODSON et al., 1999). São regiões já 

identificadas como loops superficiais na estrutura cristalina da miosina II de músculo 

esquelético de galinha e correspondem aos sítios proteolíticos mais bem caracterizados 

(RAYMENT et al., 1993 a).

O loop 1 está próximo ao sítio de ligação do ATP; substituições dentro desta 

região nas miosinas da classe II levam a uma alteração na taxa de liberação de ATP. O 

loop 2 relaciona-se à interação com actina. Substituições dentro deste domínio na 
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miosina II levam a alteração na afinidade da miosina por actina e na taxa de atividade 

ATPásica ativada por actina (GOODSON et al., 1999, RECK-PETERSON, 2000).

Uma investigação destes domínios de loop dentro da MVa revelou que somente 

o loop 1 é altamente conservado. Análises similares para todas as classes de miosina-V 

sugerem que o loop 1, mas não o loop 2 pode ter uma função classe específica. Como o 

loop 2 pode contribuir para a interação com actina, a falta de conservação desta região 

entre as miosinas pode indicar que nem todas as miosinas da classe V são motores 

processivos ou que esta região não é importante para o movimento processivo 

(GOODSON et al., 1999).

A determinação da estrutura primária dos membros conhecidos da classe V 

mostrou que o domínio cabeça é altamente conservado, de leveduras a vertebrados, 

apresentando 42% de identidade e 23% de homologia (LARSON, 1996).

O domínio pescoço em cc-hélice consiste do aminoácido 765 ao 912. É alongado 

quando comparado a outras miosinas e é o sítio de ligação à CaM e às outras cadeias 

leves (pertencentes às EF-hand - família das proteínas ligantes de cálcio). A estrutura 

primária do pescoço contém 6 motivos repetitivos denominados motivos IQ 

(IQXXQRGXXXRXXQ) que são encontrados na maioria das miosinas e representam 

os sítios de ligação às cadeias leves. Cada um consiste de 23 aminoácidos em resíduos 

básicos e hidrofábicos (ESPREAF1CO et al., 1992; LARSON, 1996).

A ligação das cadeias leves de CaM e outros membros das EF-hand ao domínio 

pescoço pode estabilizar o “lever arm” (braço-movimento de alavanca) que é necessário 

para gerar o passo e a velocidade de deslizamento da BM-V no filamento de actina 

(MEHTA et al.,\999).

As proteínas de 17 e 23 kDa são ambas membros da família das cadeias leves 

essenciais, que nas miosinas da classe II estão ligadas ao primeiro dos dois motivos IQ, 

dentro do domínio pescoço. Análises 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 (ESPÍNDOLA et al., 

2000a).

KAWASHIMA et al. (1987) isolaram clones de cDNA do RNAm da cadeia leve 

de 23 kDa de miosina de embriões de galinha, pela hibridização cruzada com o cDNA 

de Mlcl de músculo esquelético. Análises sequenciais destes clones revelaram que ele 

continha 832 nucleótideos e predizia um polipeptídeo com 185 aminoácidos com um 
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peso molecular de 20,687 KDa. A sequência de arninoácidos deduzida para a L23 

mostrou alta similaridade de sequências com as cadeias leves de miosinas de vários 

tecidos, indicando que a L23 pertence a este grupo. Usando clonagem de cDNA e 

sondas de hibridização, foi verificado que a L23 é regulada de forma temporal e tecido- 

específíca. É transitoriamente expressa, por um simples gene, em músculo esquelético, 

cardíaco embrionário de galinhas e em tecidos de cérebro durante os vários estágios de 

desenvolvimento investigados.

O extenso domínio pescoço apresenta seqüência de arninoácidos pouco 

conservada, com somente 22% de identidade entre as classes, sendo que todo o domínio 

pescoço apresenta 47% de resíduos hidrofóbicos e 30% de resíduos básicos, típico de 

polipeptídeos que ligam as cadeias leves de calmodulina (LARSON, 1996).

A cauda possui as maiores variações na composição de arninoácidos, 

apresentando pouca identidade de sequência entre os membros desta classe (LARSON, 

1996). A cauda das miosinas da classe V consiste de uma região predita a formqr a- 

hélice super espiralada de comprimento variável, seguida por domínios globulares que 

podem estar envolvidos com a ligação de cargas ou com a localização dentro da cçlula 

(CHENEY eZa/,,1993).

O domínio cauda globular da BM-V possui um domínio denominado DIL 

identificado como um possível sítio de ligação de membranas (PONTING, 1995). Este 

motivo é encontrado nos produtos do gene de Drosophila canoe (MIYAMOTO et al.,

1995) e AF-6 humano (PRASAD et al., 1993). AF-6 possui uma complexa estrutura de 

domínios que incluem os domínio ligantes de RAS, domínios encontrados em proteínas 

como cinesinas, e domínios PDZ em adição a domínios como os de miosina-V 

(PONTING, 1995). Isto sugere que a AF-6 possa representar uma importante ligação 

entre o citoesqueleto, vias de sinalização celular e interações célula-célula 

(LANGFORD, MOLYNEAUX, 1998; RECK-PETERSON et al., 2Q00).

ESPÍNDOLA et al. (1996) verificaram a existência de uma proteína de lOkDa 

associada a BM-V. Esta subunidade de 10 kDa foi primeiramente caracterizada como 

homóloga a uma das cadeias leves da dineína axonemal e citoplasmática (DLC8 ) com a 

qual apresentou de 85 a 100% de identidade (KING, PATEL-KING, 1995; KING et al.,

1996) . Esta proteína foi identificada também como um inibidor neuronal da NO sintase 

(PIN) (JAFFREY, SNYDER, 1996), como um “interactor” com a proteína de controle 

transcricional 1 kappaB alpha (CREP1EUX, 1997) e como uma proteína ligante do 
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RNAm do 3’-UTR do hormônio da paratireoíde (EPSTEIN et al., 2000). A DLC8/PIN é 

uma proteína altamente conservada em inúmeros organismos (KING, PATEL-KING, 

1995).

BENASHSKI et al. (1997) e ESPÍNDOLA et al. (2000a) mostraram que a 

DLC8/PIN interage com a cauda da BM-V e a relação estimada através de análises 

densitométricas entre a cadeia pesada de BM-V:cadeia leve de 10 kDa foi de 1:0,97 

sendo sua estequiometria de interação de duas DLC8/P1N por dímero de miosina V. 

Esta proteína adicional associada a BM-V pode desempenhar papéis críticos na 

estrutura e função desta proteína (ESPÍNDOLA et al., 2000a).

Quando o gene da cadeia pesada da BM-V foi clonado, uma seqüência PEST 

dentro da região super-espiralada do domínio cauda foi identificada. A seqüência PES T 

(prolina, glutamato, serina e treonina) está localizada entre os aminoácidos 1119a 1138. 

A sequência PEST tem importância na proteólise mediada por calpaína, uma cisteína 

protease intracelular não lisossomal ativada por cálcio. A proteólise por calpaína 

resultou na formação de um um peptídeo cabeça de 65 kDa, um fragmento cauda 

estável de 80 kDa que engloba uma parte da cauda mediai e a cauda globular e outro de 

aproximadamente 63 kDa, correspondente à região pescoço, cauda proximal e parte da 

cauda mediai (NASCIMENTO et al., 1996). A figura 4 representa esquematicamente a 

homologia dos domínios motor, pescoço e cauda da MV nos diferentes filos (RECK- 

PETERSON et al., 2000)
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motor oc-hélice cauda globular
dupla

* = PEST site 0 = ELC site
0 = AF-6 homology 0 = IQ motif

Figura 4 - Homologia do domínio motor, pescoço e cauda das miosinas 

da classe V nos diferentes fílos (RECK-PETERSON et al., 2000).

1.4. Caracterização bioquímica da BM-V

A BM-V exibe baixa atividade K-EDTA-ATPásica e Ca-ATPásica (1.8 e 0.8 

ATP/s/cabeça). A atividade Mg-ATPásica de relevância fisiológica também é baixa 

(~0,3 ATP/s) a não ser quando ativada pela presença de F-actina e cálcio. Na ausência 

de cálcio, a adição de actina não tem efeito na atividade Mg-ATPásica. No entanto, em 

concentrações de cálcio acima de 3pM a atividade aumenta dramaticamente na presença 

de actina e CaM exógena, com taxas de 23 ATPs/segundo/cabeça de BM-V 

(NASCIMENTO et al., 1996).

A BM-V é um motor molecular capaz de translocar filamentos de actina na 

velocidade de 200 a 400 nm/s. Porém, enquanto o cálcio aumenta a atividade ATPásica 

da BM-V, não possui efeito estimulatório nos ensaios de motilidade “in vitro”. Esta 

inibição é minimizada pela adição de CaM exógena, mas a velocidade de deslizamento 

ainda é reduzida (CHENEY et al., 1993). Essa diferença da sensibilidade ao cálcio em 

relação a atividade ATPásica da miosina-V e a motilidade de moléculas adsorvidas em 
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superfície permanecem inexplicadas. Foi sugerido que a adsorção da BM-V na 

superfície da câmara de motilidade, na ausência de cálcio, induza uma mudança 

estrutural que imita o efeito do cálcio na molécula em solução. Alternativamente, os 

efeitos inibitórios do cálcio na motilidade devem ser causados pelo aumento da 

adsorção do domínio pescoço na superfície, resultado da dissociação das cadeias leves 

de CaM induzida pelo cálcio. Isto deve conter o “lever arm” resultando a imobilidade 

(RECK-PETERSON et al., 2000).

Muitas populações de organelas purificadas também exibem atividade motora de 

miosina-V “in vitro”. Populações de vesículas de cérebro de galinha enriquecida em 

BM-V e marcadores de vesículas sinápticas suportam o movimento de actina em 

velocidades equivalentes à da BM-V purificada (EVANS et al., 1998). A BM-V 

associada a vesículas na presença de baixos níveis de detergente pode ser ativada 

suportando a motilidade, sugerindo que a BM-V nestas vesículas possam ser purificadas 

em estado inativo (EVANS et al., 1998).

Nos experimentos de motilidade a importância da CaM foi demonstrada 

utilizando-se W-7 ([ N-(aminohexil)-l-naftalenosulfonamidaJ) (antagonista de CaM) na 

concentração de lOOpM. Em tampão contendo EGTA-Ca2+ o movimento foi bloqueado 

mostrando a dependência do cálcio para a ação do antagonista (CHENEY et al., 1993). 

ESPÍNDOLA e WOLENSKI demonstraram que em ensaios de motilidade “in vitro”, a 

ação de miosina V no deslizamento de actina foi inteiramente inibida por W-7 (dados 

não publicados). Em análises de microscopia eletrônica pela técnica de sombreamento 

rotatório foram observadas alterações na estrutura da BM-V submetida a 

bombardeamento de W-7 na presença de cálcio, possivelmente devido a dissociação das 

moléculas de CaM da miosina-V (ESPÍNDOLA, HEUSER, MOOSEKER, dados não 

publicados).

A BM-V exibe alta afinidade de ligação com F-actina na presença de ATP ou 

ATP-gamma-S, como ensaiado pela combinação de métodos, incluindo 

cossedimentação, “quenching” de fluorescência com a pirene-F-actina e microscopia 

eletrônica (NASCIMENTO et al., 1996; TAUHATA, 1999). Na ausência de ATP a 

miosina-V faz ligações cruzadas com os filamentos de actina (CHENEY et al., 1993). 

Notavelmente na presença de ATP e cálcio, a miosina-V retém a habilidade de fazer 

estas ligações cruzadas com os filamentos de actina (TAUHATA, 1999), 
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presumivelmente, devido a ligações cabeça-cabeça entre estes dois filamentos, já que a 

cauda não liga actina (NASCIMENTO et al., 1996).

CAMER.ON et al. (1998) investigaram a fluorescência intríseca do triptofano na 

BM-V para monitorar as mudanças de conformação induzidas pelo cálcio. Estas 

mudanças de conformação foram relacionadas com a dissociação das moléculas de CaM 

da BM-V. A intensidade de fluorescência diminuiu 17% pela adição de concentrações 

submicromolares de cálcio. Este processo foi revertido pela adição de EGTA e altas 

concentrações de CaM mostrando que, possivelmente, é parte do sistema regulado pelo 

cálcio.

COELHO, LARSON (1993) mostraram que o domínio cauda da BM-V estava 

sujeito a fosforilação por uma proteína quinase associada com o citoesqueleto de actina 

(CaMK-II) e controlada por íons Ca24. COSTA et al. (1999) mostraram que a BM-V 

imunoprecipita juntamente com a CaMK-II em uma fração de terminais nervosos 

solubilizada com Triton X-100. Na presença de cálcio e BM-V a CaMK-II foi 

autofosforilada e subseqüentemente fosforilou a BM-V. Experimentos de overlay e 

imunoprecipitação empregando BM-V, CaMK-II purificada e anticorpos específicos 

para BM-V mostraram uma interação física entre as duas proteínas. Esses resultados 

sugerem que a BM-V com suas cadeias leves de CaM poderíam estar transportando a 

própria CaM para ativação de CaMK-II em sítios específicos da célula (COSTA et 

al.,1999).

MANI et al. (1998) e PREKERIS, TERR1AN (1997) mostraram que a BM-V 

está presente em sinaptossomas e vesículas sinápticas, sugerindo a participação desta 

molécula em algum processo nos terminais nervosos, local que também é enriquecido 

em CaMK-II, e que, esta fosforilação pode ser um ponto de controle e interação com 

vários sistemas como: proteólise induzida por calpaína; atividade enzimática da proteína 

e sua afinidade por cálcio e actina.

Com os fragmentos da BM-V expressos em baculovírus foi possível obter dados 

cinéticos e regulatórios verificando o papel das cadeias leves no 1° e 2o IQ do domínio 

pescoço (WANG et al., 2000; TRYBUS et al., 1999; DE LA CRUZ et al., 1999). 

Constructos monoméricos de MVa de murinos expressos em baculovírus e constituídos 

pelo domínio motor e por dois motivos IQ apresentaram atividade Mg-ATPásica 

potencialmente regulada pelo cálcio quando um excesso de CaM estava presente, neste 
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caso, o mecanismo de inibição pareceu ser a dissociação das CaM ligadas (TRYBUS et 

al., 1999).

A atividade Mg-ATPásica da miosina-V sem a cauda expressa em baculovírus 

foi também ativada por baixas concentrações de actina, mas, ao contrário da miosina-V 

purificada de tecidos, esta ativação não necessitou de cálcio (WANG et al., 2000; DE 

LA CRUZ et al., 1999). Estes resultados sugerem que a regulação da atividade Mg- 

ATPásica pelo cálcio requer um complexo de cadeias leves de CaM mediando 

interações alostéricas entre os domínios cabeça, pescoço e cauda da molécula de 

miosina-V (WANG et al., 2000; DE LA CRUZ et al., 1999).

A MVa purificada de tecidos e a MVa de camundongo expressa em baculovírus 

movem F-actina a 400 nm/segundo dependendo das condições de temperatura e de sais 

(CHENEY et al., 1993; WOLENSK1 et al. 1993; WANG et al., 2000).

Propriedades biofísicas de uma única molécula de miosina-V foram examinadas 

utilizando ensaios de ferramentas ópticas. Estes experimentos demonstraram que uma 

simples molécula de MVa pode dar múltiplos passos antes de parar em uma armadilha 

de força de resistência de aproximadamente 3 pN, uma força um pouco menor do que a 

medida para cinesinas (MEHTA et al., 1999; SVOBODA, BLOCK, 1994).

Estudos de ligação de actina e atividade Mg-ATPásica indicam que a MVa 

possui alta afinidade por actina na presença de ATP, uma propriedade diferente de 

outras miosina, mas consistente com motores processivos. Motores processivos podem 

ser submetidos a múltiplos ciclos de hidrólise 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 çarga 

pode afetar o ciclo catalítico ou pode afetar a probabilidade e a direção do passo 

resultante do ciclo catalítico. A medida do tamanho do passo foi de 30-38 nm contra 4- 

17 nm reportado para a miosina II. Este grande passo é plausível dado ao comprimento 

do pescoço (aproximadamente 23 nm) e o ângulo (maior que 100°) entre as duas 

cabeças 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 próximo sítio de ligação (MEHTA et al., 

1999).
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1.5. Localização celular

Estudos imunocitoquímicos mostraram que a pl90 estava presente na periferia c 

nas extensões dendríticas das células de Purkinje do cerebelo e também na região 

perinuclear do corpo celular de ratos (ESPÍNDOLA et al., 1992, ESPREAFICO et al., 

1992). Foi encontrada, também, nas regiões ricas em organelas dos cones de 

crescimento de roedores e em cultura de neurônios do gânglio da raiz dorsal de 

embriões de galinha (EVANS et tz/.,1997; SUTER et al., 2000).

Em vertebrados, numerosas interações entre as miosinas e o citoesqueleto de 

microtúbulos tem sido demonstradas. ESPREAFICO et al. (1998) localizaram MVa em 

centrossomos durante a interfase e a divisão celular em diferentes tipos celulares e 

TSAKRAKLIDES et al. (1999) verificaram que a localização intracelular da miosina-V 

nos centrossomos ocorria sem a interação com o domínio motor e era dependente de 

microtúbulos intactos.

EVANS et al. (1997) verificaram que miosina-V associada a organelas 

colocalizava com microtúbulos e filamentos de actina, sugerindo que esta proteína 

podería ser carregada como um passageiro em organelas que são transportadas ao longo 

dos microtúbulos e que essas organelas também são capazes de se mover ao longo dos 

filamentos de actina.

Recentemente o domínio AF6/canoe da cauda da MVa mostrou interações 

físicas com as cinesinas. HUANG et al. (1999) mostraram que a MVa pode interagir 

diretamente com a KhcU, um motor de microtúbulos, indicando que o transporte celular 

é, em parte, coordenado através de interações diretas de moléculas motoras diferentes.

Os melanossomos representam a primeira organela que possui motilidade celular 

dependente de proteínas motoras baseadas em actina e microtúbulos (MOREAU, WAY, 

1999). RODIONOV et al. (1998) mostraram que a distribuição uniforme dos grânulos 

de pigmentos nos melanócitos é dependente de motores baseados em actina em adição a 

movimentos dirigidos por motores baseados em microtúbulos. ROGERS, GELFAND 

(1998) usando melanossomos purificados de Xetiopus laevis evidenciaram que os 

melanossomos são transportados ao longo de microtúbulos e filamentos de actina de 

uma maneira coordenada, e que a miosina-V está 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 não era necessária 

para o transporte de longas distâncias em axônios e sim para o movimento local e 

processamento de organelas em regiões, como os terminais pré-sinápticos que não 

possuem microtúbulos.

LANGFORD et al. (1999) propuseram que movimentos de longa distâncias das 

vesículas ocorrem nos microtúbulos e os movimentos de curta distância nos filamentos 

de actina e que as vesículas de retículo endoplasmático liso são a principais populações 

de vesículas no axônio que usam a miosina-V para se mover nos filamentos de actina.

1.6. Funções

A Myo4 possui função 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 determinação do destino celular de proteínas essenciais em 

processos de conjugação (BAKER, TITUS, 1998).

Outra mutação na Myo2p de leveduras provoca nos mutantes desorganização do 

citoesqueleto de actina e acúmulo de vesículas no citoplasma, o que as tornam incapazes 

de realizar o brotamento (JONHSTON et rz/.,1991, BAKER, TITUS, 1998). SCHOTT et 

al. (T999) descobriram que o domínio globular carboxiterminal da Myo2p liga vesículas 

secretórias e o domínio motor dirige a translocação da miosina e sua carga atada, ao 

longo dos cabos de actina para sítios de exocitose.

Muitos dos fenótipos associados à perda de função envolvem defeitos no tráfego 

de membranas. Na miosina-V são conhecidos dois tipos de mutações em camundongos, 

o dilute viral (dv) que, em homozigose, causa alterações no transporte de melanossomos 

dos melanócitos para os queratinócitos na base do pêlo, promovendo diluiçãç na 

pigmentação normal do animal (MERCER et al., 1991), A outra mutação denominada 

dilute letal (d1), manifestada também em homozigose, produz graves defeitos 

neurológicos que se caracterizam por convulsões, alterações da postura e do equilíbrio e 

morte precoce (MERCER et al., 1991).

Normalmente, os pigmentos de melanossomos sintetizados nos melanócitos são 

transportados para os queratinócitos via processos dendríticos. Os melanócitos dilute 

possuem processos dendríticos normais morfologicamente e não mostram defeitos na 
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morfologia dos melanossomos (PROVANCE et al., 1996; WEI et al., 1997). No 

entanto, nos melanócitos dilute os melanossomos formam agregados em torno do 

núcleo, enquanto no tipo selvagem os melanossomos estão distribuídos no citoplasma. 

Além disso, a MVa tem papel direto no tráfego de melanossomos estando concentrada 

em regiões da célula que contém melanossomos em culturas primárias de melanócitos 

(PROVANCE et al., 1996).

Em humanos, uma mutação no gene que codifica a miosina-V produz uma 

doença autossômica recessiva caracterizada por diluição pigmentar e imunodeficiência 

com fases de ativação-linfocíticaemacrofágica denominada Síndrome de Griscelli 

(PASTURAL et al., 1997). Esta doença é caracterizada por uma diluição pigmentar na 

qual os melanossomos não estão presentes nos dendritos dos melanócitos, mas 

agrupados em torno do núcleo (GRISCELLI et al., 1978; KLEIN et al., 1994).

1.7. Calmodulina

A CaM, uma pequena proteína ácida de 148 aminoácidos, está presente em todas 

as células eucarióticas e pode ser considerada como a primeira codificadora de 

informação na célula. E o principal receptor intracelular de íons cálcio em células 

nervosas e o complexo Ca2+/CaM regula muitos sistemas enzimáticos envolvendo 

nervos e vesículas sinápticas (LARSON et al., 1990; JAMES et al., 1995).

Muitas miosinas não convencionais possuem ligadas ao domínio pescoço 

múltiplas cadeias leves de CaM. Elas são reguladas em parte pela interação das CaM 

com o Ca2+, o que resulta em dramáticas alterações na. atividade enzimática e 

mecanoquímica destas miosinas. Este método de regulação ocorre como consequência 

direta da dissociação de uma ou mais cadeias leves de CaM ou devido a efeitos 

alóstericos mediados pelas cadeias leves que permanecem ligadas à cadeia pesada na 

presença de Ca2(WOLENSKI et al., 1993).

Os efeitos do Ca21 e da CaM na atividade das miosinas foram mais 

intensivamente investigados nas miosinas da classe I de vertebrados. WOLENSKI et 

íz/.(1993) examinaram a regulação dependente de cálcio da miosina I de borda em 

escova (BBMI) pela sondagem dos possíveis papéis das cadeias leves de CaM. O cálcio 
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regula a atividade Mg-ATPásica da M1BB, ligando-se diretamente nas cadeias leves de 

CaM e induzindo-as à dissociação, a qual pode ser evitada pela adição de CaM exógena. 

Desse modo, a CaM atua como um repressor endógeno da atividade Mg-ATPásica. A 

dissociação de uma ou mais cadeias leves de CaM, por concentrações elevadas de Ca2', 

causa a completa inibição da motilidade “in vitro” que pode ser recuperada pela adição 

de CaM exógena. Estes resultados sugerem que os efeitos do Ca2' na sensibilidade a 

proteases, dissociação das cadeias leves de CaM e atividade Mg-ATPásica são 

mediados pela interação Ca2'-CaM e não pela interação direta do Ca2+ com as cadeias 

pesadas. Quando os sítios de ligação da CaM foram removidos proteoliticamente por 

quimiotripsina, o fragmento cabeça resultante mostrou elevada atividade Mg2'- 

ATPásica ativada por actina, a qual foi completamente insensível ao cálcio. Isto 

demonstrou que a CaM provoca na miosina um aumento da sensibilidade ao cálcio e 

atua como supressora inerente da atividade da BBMI na ausência de Ca2+. A regulação 

das cadeias leves de CaM por Ca21 pode também ser mediada pela fosforilação da 

cadeia pesada pela proteína quinase C na presença de fosfolipídios. A fosforilação 

diminui a afinidade da CaM pela cadeia pesada e pode ser inibida pela adição de CaM 

exógena. Assim, na BBMI o Ca2 ' estimula a fosforilação e dissocia as cadeias leves de 

CaM (WOLENSKI, 1995).

Nas BBMI o Ca2' estimula a atividade ATPásica ativada por actina sob 

condições nas quais 3 a 4 CaM são ligadas. Em contraste, inibe a ativação pela actina 

nas BBMI contendo somente 1 a 2 CaM. A ativação da BBMI pelo Ca2' é 

presumivelmente disparada pelas mudanças de conformação induzidas pelo cálcio na 

CaM, que são transmitidas para a ATPase e os sítios de actina na cadeia pesada. Níveis 

fisiológicos de Ca estimulam ou inibem a atividade mecanoenzimática da MIBB, com 

um modo de regulação determinado pelo número de cadeias leves de CaM associadas 

(SWANLJUNG-COLLINS et al., 1991).

Na ausência de Ca2', as CaM associam-se frequentemente aos motivos IQ. Em 

alguns casos, o Ca21 atua liberando as cadeias leves de CaM destes sítios, o que é 

exatamente o oposto ao comportamento esperado para os convencionais sítios ligantes 

de CaM dependentes de cálcio (CHENEY et al., 1993). Inúmeras proteínas que ligam 

CaM com alta afinidade não possuem motivos IQ, mas possuem 2 longas cadeias 

hidrofóbicas ou aminoácidos aromáticos separados por 12 resíduos (WOLENSKI, 

1995).
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Muitas miosinas I de vertebrados são purificadas com CaM e interessantemente 

a máxima ligação da CaM é conseguida na ausência de cálcio, em contraste com o já 

mostrado para outras enzimas ativadas por CaM (GELL et al., 1998).

BÀHLER et al (1994) encontraram na myr4 dois motivos consecutivos de 

ligação às cadeias leves presentes no domínio regulatório. Estes dois motivos diferem 

em seus requerimentos de cálcio para ótima ligação da CaM. O IQ NH2 terminal liga 

CaM na ausência de cálcio livre enquanto o motivo IQ COOH-terminal liga CaM na 

presença de cálcio livre.

O complexo Ca2'/CaM interage com mais de 100 diferentes alvos proteícos. 

Tipicamente liga-se ao segmento peptídico autoinibitório na enzima alvo ou peptídeo 

alvo (CELIO et al., 1996). A distribuição ubíqua da CaM e o amplo espectro de funções 

dependentes de Ca2+ que são reguladas por esta proteína representam um desafio para o 

entendimento das vias do controle celular e a integração dos vários eventos dependentes 

de cálcio (ROUFOGALIS et al., 1982).

A estrutura cristalina da CaM mostra formas ligantes de Ca2' com dois domínios 

globulares arranjados em uma configuração “trans”, conectados por uma longa a- 

hélice”, que ligam dois íons Ca2+ cada um. Cada domínio globular consiste de dois 

motivos em hélice-loop-hélice (Figura 5) os quais são ligados por uma P-pregueada 

antiparalela pequena. A porção carboxiterminal liga Ca2+ com alta afinidade e o 

aminoterminal com baixa afinidade. A ligação do primeiro íon Ca21 ao domínio 

globular carboxiterminal induz uma grande mudança de conformação que provoca dois 

sinais hidrofóbicos, uma em cada lado da molécula, disponível como alvo da interação. 

A ligação de Ca a CaM induz dramáticas mudanças conformacionais, que causam a 

exposição de grupamentos hidrofóbicos, disponibilizando a interação do complexo 

Ca2+/CaM com as proteínas alvo (JAMES et al., 1995).

O conhecimento sobre as interações físicas entre Ca2,/CaM e proteína aceptora 

foi possível através do uso de peptídeos sintéticos correspondentes aos domínios 

ligantes de CaM de várias proteínas alvo relevantes físiologicamente, enzimas ou drogas 

peptídicas e toxinas. Muitos destes peptídeos possuem uma sequência muito similar à da 

CaM. A determinação, por NMR e cristalografia de raio X da estrutura tridimensional 

do complexo Ca24/CaM ligado a análogos dos peptídeos sintéticos das regiões ligantes 

de CaM na quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) de músculo liso e esquelético 

revelaram que a porção da hélice central na estrutura não ligada e não espiralada, 
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capacita os dois domínios a engolfar os peptídeos alvos helicoidais. A modulação da 

plasticidade inerente da CaM por ligantes diferentes é o elemento chave do 

reconhecimento molecular dos mecanismos do sinal de transdução (MEADOR et al., 

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

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

A CaM liga-se a peptídeos anfifilícos helicoidais de variáveis sequências de 

arninoácidos. A superfície de ligação da CaM é estericamente maleável e forças de Van 

der Walls provavelmente dominam as ligações com os peptídeos alvo. A investigação 

da seletividade quiral da CaM usando análogos sintéticos da melitina (peptídeo citoativo 
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do veneno de abelha - Apis melliferá) e da MLCK através de medidas de fluorescência e 

NMR mostraram que, ambos ligam avidamente a CaM e que a superfície de ligação dos 

peptídeos de CaM é notavelmente tolerante estericamente, o que sugere um potencial e 

útil enfoque para o modelo dos não-hidrolisáveis ou lentamente hidrolisáveis inibidores 

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

1.8. Antagonistas de calmodulina

A interação do complexo Ca2l/CaM com proteínas alvo pode ser bloqueada por 

antagonistas de CaM, que incluem uma variedade de pequenas moléculas com 

características hidrofóbicas que apresentam alta afinidade pelo complexo Ca2,/CaM. A 

aplicação destes agentes farmacológicos possibilita o controle da função celular através 

da seletiva modificação das funções mediadas pela CaM (ROUFOGALIS et al., 1982).

A trifluorperazina (TFP) e outros derivados feniltiazínicos foram as primeiras 

moléculas descritas com habilidade de bloquear a interação da CaM com moléculas 

alvo. Outro grupo de grande diversidade estrutural inclui os relaxantes musculares de 

músculo liso, dentre eles, o W-7. A potencialidade destes agentes depende 

principalmente de sua hidrofobicidade e habilidade de acumular interfaces hidrofóbicas 

(ROUFOGALIS etal., 1982).

A atividade de enzimas dependentes de CaM também pode ser afetada por 

numerosos pequenos peptídeos que são ligados à CaM de maneira dependente de cálcio. 

Esses peptídeos são usados como sondas para interação 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 proteínas enzimáticas encontradas no veneno de 

abelha. Contém 26 aminoácidos que adotam uma forma helicoidal cilíndrica dobrada no 

centro. Sob certas condições a hélice forma tetrâmeros protegendo as superfícies 

hidrofóbicas da água; esta é a forma não lítica estocada no saco de veneno (DOTIMAS, 

HIDER, 1987).

A melitina interage com a CaM saturada de Ca2 ’ formando um complexo 1:1 

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

SISBI/UFU
200418 
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oc-hélice (SEEHOLSER et al., 1986; SCALON1 et al., 1998). Porém, ITAKURA, 110, 

(1992) através da medida da fluorescência intríseca do triptofano e experimentos de 

cromatografia em gel com o sistema melitina-CaM revelaram que a melitina liga-se à 

CaM mesmo na ausência de Ca21, quando a concentração de sal é igual a zero. Isto 

significa que não somente ligações hidrofóbicas mas também interações eletrostáticas 

contribuem para a ligação da melitina à CaM.

LIU et al., (1994) estudando a interação da CaM com peptídeos de melitina 

deletados sinteticamente verificaram a importância dos resíduos de triptofano para a 

ligação com a CaM.

BABIYCHUK, SOBIESZEK (1997) demonstraram que a melitina interage 

reversivelmente com a MLCK com afinidade comparável à CaM influenciando o estado 

de oligomerização desta quinase. Na presença de altas concentrações de melitina a 

MLCK forma oligômeros solúveis e em baixas concentrações de melitina forma 

oligômeros insolúveis. Estes oligômeros insolúveis apareceram pela agregação dos 

dímeros de MLCK, já os oligômeros solúveis são formados depois da saturação da 

quinase com a melitina, resultado de um enfraquecimento da interação entre os 

protômeros induzida pela melitina

Espectrometria de massa de proteólise limitada e experimentos de ligação 

cruzada sugerem que a melitina interage com a CaM adotando uma orientação invertida 

dentro do complexo quando comparada a outros substratos analisados até o momento. 

As metades N e C-terminal do peptídeo são ancoradas no domínio amino e carboxi- 

terminal da CaM, respectivamente (SCALONl et al., 1998).

INAGAKI et al. (1996) observaram que na presença dos antagonistas de CaM: 

W-7 e TFP a extensão das ligações de cálcio à CaM aumentavam, de acordo com a 

dose, podendo ocorrer um aumento da sensibilidade de todos os quatro sítios ligantes de 

Ca2' na CaM. Análises da CaM no espectro ultra-violeta revelou que a conformação do 

complexo Ca2'/CaM diferia na presença ou ausência destes antagonistas concluindo que 

a ligação destes na CaM aumentam as ligações dos íons cálcio.

A estrutura em solução do complexo Ca2'/CaM com o antagonista W-7 consiste 

de uma molécula de W-7 ligando cada um dos dois domínios da CaM. Em cada 

domínio, o anel cloronaftaleno do W-7 ligado interage com quatro metioninas do grupo 

metil e de outras cadeias laterais alifáticas e aromáticas no “pocket hidrofóbico”, o sítio 

responsável pela ligação da CaM às enzimas dependentes de CaM. Esta estrutura do 
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complexo Ca2l/CaM/W-7 sugere a inibição pelo W-7 da mediação da CaM na ativação 

de proteínas alvo através do bloqueio do “pocket” hidrofóbico (OSAWA et al., 1998).

OSAWA et al. (1999) investigaram as mudanças estruturais na ligação Ca2- 

CaM na presença de W-7. A ligação de duas moléculas de W-7 induziu mudanças 

estruturais drásticas para o complexo Ca2'/CaM que passou de uma estrutura alongada 

para uma compacta estrutura globular provavelmente pela dobra do ligante flexível. Em 

adição à interação direta do W-7 no “pocket” hidrofóbico do Ca2'/CaM deve também 

contribuir para a inibição da atividade, desde que as regiões que ligam a CaM às 

proteínas alvo estão menos acessíveis devido a conformação compacta do complexo 

Ca2'/CaM (OSAWA et al., 1998; OSAWA et al., 1999).

Uma compactação entre os domínios do complexo Ca2'/CaM foram também 

observadas previamente para as estruturas cristalinas do complexo Ca2'/CaM/TFP 

(MEADOR et al., 1992). No entanto, a estrutura química do W-7 difere do TFP, apesar 

de ambos conterem grupos aromáticos hidrofóbicos com grupos carregados 

positivamente via cadeias alifáticas. No complexo Ca2 '/CaM/W-7 o anel naftaleno das 

duas moléculas do W-7 interagem intimamente com o “pocket” hidrofóbico dos dois 

domínios de CaM, enquanto somente o anel final da fenotiazina TFP interage no 

“pocket” hidrofóbico do complexo Ca2'/CaM/TFP. Este “pocket” hidrofóbico pode 

acomodar contatos de Van der Waals com grupos quimicamente diferentes (OSAWA et 

al., 1999).

Diante do que foi exposto sobre o papel regulatório das cadeias leves de CaM na 

estrutura e função das miosinas, procuramos investigar através do uso da melitina e W-7 

as funções destas cadeias leves nas propriedade bioquímicas da BM-V.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo inicial proposto em nosso laboratório era a purificação, com alta 

qualidade de miosina-V de cérebros de pintainhos. Após a purificação, o perfil proteíco 

das cadeias leves e pesadas da proteína purificada foram analisados através de SDS- 

PAGE e, a seguir, iniciados os experimentos bioquímicos que evidenciavam que a 

proteína pura tinha atividade foncional. A partir de tal evidência utilizamos drogas 

antagonistas de calmodulina (W-7 e melitina) na tentativa de verificar os efeitos 

ocasionados por estas substâncias nas características bioquímicas da BM-V.

2.2 Objetivos específicos

Caracterizar os aspectos bioquímicos da interação da melitina e W-7 com a BM-V e 

suas cadeias leves.

Determinar o efeito da melitina na cossedimentação da BM-V com F-actina e n^i sua 

divagem com calpaína

- Investigar a possível reversibilidade dos processo de perda de solubilidade da BM-V 

induzidos pelos antagonistas de CaM.

- Verificar como as cadeiasdeves permanecem associadas aos fragmentos de BM-V 

obtidos pela divagem com calpaína
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Purificação de BM-V

A BM-V foi purificada a partir de cérebros de pintainhos fornecidos pela Granja 

Planalto S/A. O método de purificação foi o mesmo descrito por CHENEY et al. 

(1993), com algumas modificações. Em cada preparação foram utilizados, em média, 

120 cérebros de pintainhos de 1 dia de idade. Os animais foram sacrificados por 

decapitação e seus cérebros foram rapidamente removidos e congelados em nitrogênio 

líquido à -70°C. Todos os passos subsequentes foram realizados à 4°C ou em gelo, a 

não ser quando especificados de outra maneira. Todos os tampões utilizados durante a 

preparação continham os seguintes inibidores de proteases: PMSF 0,3 mM, Aprotinina 

2,0 pg/ml e Benzamidina 1 mM.

Os 120 cérebros foram homogeneizados em tampão de extração (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 à 40.000g por 40 minutos e o 

precipitado descartado. Após a adição de NaCl ao sobrenadante (S1) para a obtenção de 

uma concentração final de 600 mM a fração foi deixada em repouso por uma hora e 

seguida de centrifugação a 40.000g por 40 minutos. O precipitado (P2) obtido foi 

ressuspenso em 30 ml de tampão 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 à amostra Triton X-100 para uma concentração final de 1%, seguido de 

aquecimento em banho-maria à 37°C por 2 minutos e nova homogeneização. A fração 

acrescida do Triton X-100 foi centrifugada a 40.000g por 30 minutos e o precipitado 

(P3) foi ressuspenso em 10 ml do tampão 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 o excesso do Triton X-100. O precipitado obtido (P4) foi 

ressuspenso em 8 ml tampão de solubilização (Flepes 25 mM pH 8,0, NaCl 600 mM, 

EGTA 2mM, ATP lOmM, MgCh 5 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 S-500 (1,5 x 100 cm) previamente equilibrada no tampão especificado acima,
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a um fluxo de 0,25 ml/min. As frações coletadas (3 ml cada) foram analisadas por SDS- 

PAGE e aquelas contendo BM-V foram reunidas, o volume total foi diluído com 2 

volumes de tampão Trietanolamina 20 mM pH 7,4 e EGTA 1 mM sendo a seguir 

adicionado DTT e ATP para a concentração final de 1 mM. O pH foi ajustado para 7,55 

com uma solução de trietanolamina 10% pH 6,8 e a amostra foi então aplicada em uma 

coluna (1,0 x 3 cm) de TMA-E (Merck) previamente equilibrada com tampão 

Trietanolamina 20 mM pl l 7,4, NaCl 250 mM, EGTA lmM e DTT 2mM a um fluxo de 

1 ml/min. Após a aplicação da amostra a coluna foi lavada com 30 ml do tampão 

descrito acima e as proteínas retidas foram eluídas com um gradiente contínuo de NaCl 

250 a 750 mM em 50 ml do tampão descrito acima, a um fluxo de 2 ml/min, sendo 

coletadas frações de 1 ml. Estas foram analisadas em SDS-PAGE e aquelas contendo o 

complexo BMV-cadeias leves foram reunidas e dialisadas em tampão Imidazol 10 mM 

pH 7,2, ICO 75 mM, MgClí 2,5 mM, EGTA 0,1 mM e DTT 2 mM. Após quantificação 

proteíca por absorbância à 280 nm(coeficiente de extinção molar=l,04) a amostra foi 

utilizada em ensaios de atividade ATPásica, cossedimentação, sedimentação e divagem 

por calpaína.

Os passos da purificação da BM-V podem ser observados na representação 

esquemática da Figura 6.

3.2. Purificação de actina de músculo esquelético de galinha 

preparação do pó cetônico

A actina foi purificada à partir de músculo peitoral de galinha pelo método 

descrito por SPUDICH, WATT (1971). Para cada preparação partiu-se de 500 g de 

músculo peitoral de galinha. Os procedimentos foram realizados à 4 °C a não ser 

quando especificado de outra maneira. Aos tampões utilizados foram adicionados 

Benzamidina 1 mM e Aprotinina 2 pg/ml. Após sacrifício por decapitação, retirou-se 

rapidamente o músculo peitoral, que após ser envolvido em plástico PVC foi colocado 

no gelo e deixado em repouso por 20 minutos.
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Figura 6 - Esquema da purificação da BM-V
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Ao músculo moído foi adicionado 3 volumes de tampão de extração (Imidazol 

20 mM, KC1 600 mM e DTT 0,5 mM) e a mistura foi então agitada vigorosamente por 

10 minutos. O extraído foi centrifugado à 13.000 g por 15 minutos. O sobrenadante 

contendo miosina foi descartado e o precipitado extraído por mais duas vezes com o 

mesmo volume do tampão descrito acima, por mais 10 minutos sob agitação vigorosa, 

para dissociação da miosina restante. O precipitado obtido foi ressuspenso em 1,5 litros 

de água deionizada gelada e o pH reajustado para 8,2 a 8,5 usando 1 M de carbonato de 

sódio. Centrifugou-se a 13.000 g por 10 minutos e o precipitado foi ressuspendido 

novamente em água deionizada gelada, este procedimento foi repetido por mais 4 vezes, 

até que o precipitado se espalhasse no tubo da centrífuga. O precipitado foi então 

extraído duas vezes com acetona gelada por 10 minutos, sendo o solvente removido por 

filtração em gaze. O precipitado foi, então, removido da gaze, espalhado em papel de 

filtro e a seguir cortado em pedaços pequenos e secado à temperatura ambiente por 12 

horas.

3.2.2. Preparação de G-Actina a partir do pó cetônico

O pó cetônico foi agitado por 2 horas com tampão Tris-FICl 2 mM pFI 8,0, ATP 

0,2 mM, CaCh 0,2 mM e DTT 0,5 mM (20 ml de tampão por grama de pó cetônico) 

contendo os seguintes inibidores de proteases: PMSF 0.3 mM, Aprotinina 2,0 pg/ml e 

Benzamidina 1 mM.

Após centrifugação a 70.000g por 30 minutos, adicionou-se ao sobrenadante 

KC1 e MgCl2 para concentrações finais de 50 e 2 mM, respectivamente. A seguir o 

sobrenadante foi deixado em repouso por 30 minutos à 37 °C e por 1 hora a 4 °C, para 

permitir a polimerização da actina. Visando a remoção de tropomiosina, foi adicionado 

à amostra KC1 para uma concentração final de 0,8 M e procedeu-se a agitação por 1 

hora em gelo. A F-actina foi sedimentada por centrifugação a lOO.OOOg por 2 horas e o 

precipitado foi lavado com tampão de extração e, a seguir, ressuspenso no mesmo 

tampão utilizando-se um homogeneizador do tipo “Dounce”. A amostra foi dialisada 

por 72 horas, com duas trocas diárias, em tampão de extração para permitir 

despolimerização da F-actina, sendo então clarificada por centrifugação a lOO.OOOg por
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15 minutos. Após dosagem da quantificação proteíca por absorbância 280 nm, 

considerando o coeficiente de extinção molar de 1,09, a G-actina foi dividida em 

alíquotas, congelada diretamente em nitrogênio líquido e estocada à -70°C.

3.2.3. Preparação de F-actina e sua estabilização com faloidina

Para obtenção de actina polimerizada (F-actina) diluiu-se o volume da alíquota 

de G-actina com o mesmo volume de tampão Imidazol-HCl 20 mM, pH 7,2, KCI 150 

mM, MgC12 5 mM, acrescentando-se DTT 2 mM. A incubação foi feita em 30 minutos 

à temperatura ambiente. A F-actina Foi estabilizada com faloidina adicionando-se a 

mesma quantidade (mol/mol) de faloidina à partir de um estoque de 2 mg/ml em tampão 

Imidazol 10 mM pFI 7,0.

3.3. Purificação de calmodulina de cérebro bovino

Calmodulina foi purificada de cérebro bovino segundo o protocolo descrito por 

GOPALAKRISFINA, ANDERSON (1982). Para cada preparação, 300g de cérebro 

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

extração (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, 0- mercaptoetanol 1 mM e PMSF 

0,3 mM). Após centrifugação à 15.000g por 30 minutos à 4 °C, o precipitado foi 

novamente extraído com 1 volume de tampão de extração e centrifugado. Os 

sobrenadantes de ambas as extrações foram reunidos, filtrados em gaze e, a seguir, 

procedeu-se a precipitação isoelétrica adicionando-se ácido acético 6 N até atingir-se 

pFI 4,3. A amostra foi agitada lentamente no gelo por uma hora e então centrifugada a 

I5.000g por 30 minutos à 4°C. O precipitado foi ressuspenso em tampão de extração 

(150 ml/300g de cérebro) e o pFI ajustado para 7,5 com Tris 1 M. A amostra foi 

aquecida rapidamente até 90 °C e deixada a esta temperatura por 5 minutos sendo, 

então, resfriada em gelo. Após centrifugação a 15.000g por 30 minutos à 4°C, 

adicionou-se ao sobrenadante CaCl2 1 M para concentração final igual a 5 mM. A
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amostra foi aplicada na coluna de Fenil-Sepliarose CL-4B previamente equilibrada em 

tampão Tris-HCl 50 mM, CaCEO,! mM, 0- mercaptoetanol lmM e PMSF 0,3 niM. 

Após aplicação da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes do mesmo tampão 

contendo 0,5 M de NaCl. A eluição foi feita com tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5, 

EGTA 1 mM, 0- mercaptoetanol 1 mM e PMSF 0,3 mM. As frações eluídas foram 

analisadas em SDS-PAGE e aquelas contendo calmodulina foram reunidas, dialisadas 

contra água deionizada e liofilizadas em alíquotas de 500 pg após dosagem de proteína.

3.4. Ensaio de ATPase

A atividade ATPásica foi ensaiada usando método colorimétrico de TAUSSKY, 

SHORR (1953). As reações foram realizadas no volume final de 430pl, por reação, e 

iniciadas pela adição de ATP 2 mM. Imediatamente após a adição de ATP, 200 pi 

foram retirados e adicionados imediatamente a um tubo contendo 200pl de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% resfriado em gelo. O volume restante foi imediatamente 

incubado no tempo especificado da reação à temperatura de 37° C e a reação terminada 

pela remoção de 200 pl para outro tubo contendo 200pl de TCA 10% resfriado em gelo. 

A atividade Mg-ATPase de 10 nM de BM-V foi determinada após 5 minutos de 

incubação. A hidrólise de ATP foi expressa como ATP/s/ cabeça de miosina e calculada 

considerando a massa molecular relativa de dímero de BM-V nativo de 640 kDa 

(CHENEY eí al., 1993). Na Figura 7 encontra-se representado o esquema do ensaio de 

ATPase.

3.5. Ensaios de cossedimentação da BM-V com melitina

Os ensaios de cossedimentação foram realizados em tampão Imidazo! 10 mM 

pH 7,2, KC1 75 mM, MgCl2 2,5 mM, DTT 2 mM. Foram utilizados 100 nM de BM-V e 

1 pM F-actina estabilizada com faloidina, na presença de melitina 2 pM e 0,5 pM, em 

um volume final de 200 pl.
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Volume 430 p,I (mistura de reação e BM-V)
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Figura 7 - Representação esquemática do ensaio de ATPase

As amostras foram previamente incubadas à temperatura ambiente por 30 

minutos, sendo posteriormente centrifugadas à 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 sódio (0,15% p/v) e 0,15 volumes TC A 50%, incubados 

15 minutos à 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 presença ou ausência de ATP 2,0 mM e 

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

ausência 19 pM de cálcio livre.

3.6. Ensaio de sedimentação da BM-V com melitina e W-7

Os ensaios de sedimentação foram realizados em tampão Imidazol 10 mM 

pH 7,2, KC1 75 mM, MgCh 2,5 mM e DTT 2 mM. Foram utilizados 100 nM de BM-V, 

com concentrações crescentes de melitina ou de W-7 em um volume final de 200 pl. As 

amostras foram previamente incubadas à 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 sódio (0,15% p/v) e 0,15 volumes TCA 50%, incubados 15 minutos à 

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 presença ou ausência de ATP 2,0 mM e 

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

ausência 19 pM de cálcio livre.

3.7. Proteólise por calpaína

A proteólise da BM-V por calpaína foi realizada por 3 horas a 25° C usando-se 

uma proporção em massa de 1:30 de BM-V/calpaína, na presença de CaCh 2 mM e 

DTT 2 mM e interrompida pela adição de tampão 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. Proteólise por calpaína e ensaio com Q-Sepharose

A amostra de BM-V digerida com calpaína foi aplicada em uma coluna de 

cromatografia de troca aniônica Q-Sepharose e eluída com tampão Imidazol 10 mM, 

KC1 75 mM, MgCE 2,5 mM, DTT 2 mM e EGTA ImM com concentrações de NaCl de 

0,15,0,3 e 0,75 M.

3.9. Dosagem de Proteínas

A concentração de proteínas nas frações foi determinada pelo método de 

BRADFORD (1976) tendo como padrão a soro albumina bovina (BSA). As 

determinações foram feitas em duplicatas e a absorbância foi medida a 595 nm. ,Js

Paralelamente à dosagem de proteína das frações foi feita a curva padrão de

BSA em concentrações crescentes variando de 5 a 30 pg. A concentração de proteína (1 
,õ> O 

em mg/ml foi determinada a partir de cálculos de regressão linear baseados nos valores J 

obtidos a partir da curva-padrão. || ...
v._
p

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS- 

PAGE)

A análise eletroforética foi realizada utilizando-se o sistema de tampão 

descontínuo 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 

dimensões 7,1 x 10 x 0,075 cm apresentando um empilhamento de 3 % e um gel de 

separação com gradiente de 5 a 22%. As amostras para SDS-PAGE foram preparadas na 

proporção de 10:1, em volume de fração e tampão “TA 10 X” (Tris- FIC1 31,2 mM, 

SDS 8,75%, sacarose 20%, |3-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,25%, EGTA 
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11 mM), respectivamente. Utilizou-se como tampão do eletrodo Tris 25mM, EDTA 

1,95 mM, Glicina 192,5 mM, SDS 0,75%.

As separações eletroforéticas foram conduzidas com amperagem constante de 30 

mA, por um tempo médio de 60 minutos. Após a corrida, os géis foram corados pelo 

método descrito por WEBER, OSBOURN (1969) - Coomassie briíhant blue R-0,25% 

dissolvido em solução de metanol 50% e ácido acético 10% por 30 minutos. Os géis 

foram descorados em solução de metanol a 30% e ácido acético a 10%, e armazenados 

em solução de ácido acético a 7%.

Os padrões de massa molecular adquiridos da Sigma foram SDS-6H - cadeia 

pesada da miosina II de músculo de coelho (205 kDa), p-galactosidase de E. coli (116 

kDa), fosforilase b de músculo de coelho (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), 

ovalbumina (45 kDa) e anidrase carbônica de eritrócito bovino (29 kDa) e SDS 7B - cc2 

macroglobulina (180 kDa), P-galactosidase (116 kDa), frutose 6 fosfato (84 kDa), 

piruvato quinase (58 kDa), fumarase (48,5 kDa), lactato desidrogenase (36,5 kDa) e 

triosifosfato isomerase (26,6 kDa). No caso do padrão 6H, além dos polipeptídeos 

presentes por frasco do produto, foi adicionado calmodulina purificada.

3.11. Western Blot

As proteínas 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 tampão de transferência Tris-HCl 25mM, Glicina 

190 mM, Metanol 20% (TOWBIN et al., 1979). Após a transferência a membrana de 

nitrocelulose foi corada com solução de Ponceau 5% em ácido tricloroacético 0,3% por 

5 minutos e, a seguir, lavada com água deionizada. Para bloqueio dos sítios 

inespecíficos a membrana foi incubada em leite desnatado (Molico-Nestlé) 5% 

preparado em TBS-T (Tri-HCl 50 mM pll 8,0, NaCl 150 mM, TWEEN-20 0,05%) por 

um período minímo de 1 hora. A seguir, as membranas foram lavadas (3x5 minutos 

cada) em tampão TBS-T para remoção da solução anterior. A seguir procedeu-se da 

seguinte forma:

1 - Incubação com anticorpo primário por 12 horas; 2 - lavagem com TBS-T 

durante 15 minutos por 3 vezes; 3 - incubação com o anticorpo secundário conjugado à



Materiais e Métodos 3 3

peroxidase por 1 hora; 4 - lavagem com TBS-T durante 10 minutos por 3 vezes. A 

revelação foi feita por quimioluminescência usando Kit ECL e o protocolo do fabricante 

(Amersham-Pharmacia-Biotech).

Anticorpos primários utilizados: Anti-cabeça e anti-cauda de miosina-V foram 

obtidos utilizando-se soro de animais imunizados contra proteínas de fusão desses 

domínios expressos em bactérias, de acordo com SUTER et al. (2000), anti-cal modulina 

- monoclonal (Boehringer Mannheim); anti-DLC8 - policlonal-coelho (Gentilmente 

cedido pelo Dr. Steven M. King - University of Connecticut Health Center, 

Farmington, Connecticut).

Anticorpos Secundários utilizados: Anti-IgG coelho-POD e anti- IgG 

camundongo POD (Boehringer Mannheim; Amersham-Pharmacia-Biotech).

A retenção das cadeias leves de 10 kDa foram maximizadas pela incubação das 

membranas PVDF (0,2 pM) com 0,2% de glutaraldeído em TBS-T por 40 minutos, 

seguido por duas lavagens com TBS antes do bloqueio dos sítios inespecíficos.

3.12. Aquisição e análise de imagens

Os géis úmidos foram acondicionados em películas de transparências (3 mm) e 

as imagens digitalizadas foram adquiridas por equipamento Micron scannermaker 

controlado por computador Micron 300 MFIz e processadas em formato “TIF” (Tagged 

Image Format). As imagens (géis ou blots) foram quantificadas utilizando estação 

Video Document System (VDS) Pharmacia com software apropriado (“Image Master”). 

Para a construção dos gráficos, o valor relativo da BM-V nos precipitados (%) e 

sobrenadantes (%) foram calculados de acordo com a quantidade total de proteína (soma 

da BM-V presente nas frações sobrenadantes e precipitados).

3.13. Cálculo da concentração de cálcio livre

O cálculo da concentração de cálcio livre nas reações foi feito utilizando-se o 

programa Mcalc (FABIATO, 1988). Nos experimentos foi utilizado um tampão 

Cálcio/EGTA 50 mM preparado a partir de uma solução de CaCl2 0,1±0,0005M 

(Orion).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste estudo a BM-V foi purificada a partir de cérebros de pintainhos de 1 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 purificação da BM-V. No painel B da Figura 

7 observamos o imunoblot das frações P5 e S5.

Apesar de bem vísivel no gel, corado com coomassie, que grande parte da fração 

S5 da BM-V foi solubilizada à partir da fração P4 nas condições usadas no tampão da 

S-500, o resultado obtido no imunoblot ainda sugere que uma pequena parte da BM-V 

permanece insolúvel nestas mesmas condições (a intensidade da banda em P5 se deve 

em muito à sensibilidade do método de quimioluminescência). Isto também ocorreu em 

maior grau na solubilização da BM-V durante a homogeneização dos cérebros 

Acredita-se que cerca de 40% da BM-V total do cérebro (CHENEY, 1998) permanece 

associada a fração particulada de membrana (Pl) que não é solubilizada pelas condições 

de extração.
É importante ressaltar que nossa experiência com 36 preparações de BM-V, ao 

longo destes dois últimos anos, apontou que os pontos críticos para se obter uma 

preparação com sucesso foram:

- O número de vezes em que se processa a homogeneização, para isto padronizamos em 

4 vezes de 60 segundos cada, mantendo sempre o volume do copo de homogeneização 

completo.
- A potência do homogeneizador também afeta a composição final da fração purificada 

Uma homogeneização mais intensa aumenta a composição de proteínas que 

acompanham a fração purificada. Padronizamos nossa homogeneização para o 

Omnimacro Homogeneizei' - OMNI.

- Uso de tecido fresco versus tecido congelado em nitrogênio líquido e conservado à - 

70°C. Observou-se que a preparação do tecido congelado sempre está sujeita ao 

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

que migra em ~50 kDa.
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HC

A> SDS PAGE p..— « — “
, j- indicados HC - cadeia pesada da M5

s°brenadante, P- precipitado. A direita estão
n, ■ ■ raM-calmodulina e cadeias leves de 23, 17 e 10 kDa.

eavy chain), A - actina, encontram-se indicados à
Os padrões de massa molecular relativa (Mr

esquerda.
B) Imunoblot das amostras de precipitado (P ) 

Preparação de BM-V marcado com anti-cabeça

sobrenadante (S5) de uma
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Frações Sephacryl S-500

das fraç»cs c'ul<11,s <l:l t0'"na <lc F'gura 8 - Eletroforese em gel de P”1' uriffcação de BM-V de cerebros de

m (««> ■ ™*-,;
Pintainhos de fflwção em gel S-500.

A) Frações eluídas da coluna • aTMA-E-

B) Frações eluídas da coluna de trocaiomc (heavy chain), A -actina, CaM -

À direita estão indicados HC de fflassa molecular

calmodulina e cadeias leves de à esquerda.

relativa (Mr x 103) encontram-se in 1
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foi de 250 pg/ml e as variações

Entre as diversas preparações que foram realizadas, o processo foi otimizado de 

j tmhalhos (TAUHATA, 1999). Nessas preparaçõesacordo com sugestões de outros trabatnos (mur
. • i Jnq tamDÕes utilizados ao longo dos passos danotamos que diminuindo o volume dos tampões

, r zvfimiraHo em relação ao tempo de execução, economia de purificação o protocolo ficou otimizado em leiaçau 
reagentes, e quantidade de proteína purificada.
- A qualidade dos reagentes também afetou a quaüdade da miosina-V purificada, tsto 

aconteceu quanto se substituiu o NaCI originalmente usado (S1GMA-S7653) por unt 

NaCI adquirido da REAGEN Química. Neste caso a BM-V purificada quando

mptsmo a 15 000 g já sedimentava-se na condição submetida a ensaio de sedimentação, mesmo ao. b
- zin nrnmína causada por algum contaminante presente controle, indicando desnaturaçao da piotcina causa j

4 nnnrpeeu aliando voltamos a utilizar um NaCI (S1GMA- 
neste NaCI. Este problema desapareceu q IXIinirA

, p.-r.f nr I uís Cláudio Cameron da UNIR1O.S7653), gentilmente cedido pelo Piof. Di. Luís ci<
• “t'MAI;” na presença de NaCI, liberou a BM-V mais

- A resina de troca lomea 1MAL , 1
“n Çpnliarose” c foi mais eficaz na eliminação facilmente que a resina de troca tomea Q-Sepltato.

mbulina cspectrma e debrina. A media das de contaminamos indesejáveis como acima, tuln.lt. , I 

concentrações proteícas obtidas nas piepc Ç~ ; .

mc ap vírios fatores descritos a segmi. observadas foram decorrentes de <
. 4 . rm-V anui purificada podemos observar que ao longo

- Com relação a integridade da B .... . ■ • .
i RM-V foram utilizadas em vanos ensaios de 

dessas preparações as amostras e . _
1 Arçn(, evnerimentos do laboratono para identificação da

imunoblot como controle de div
■cmrrt Em adição, nao observamos fragmentos de 

BM-V em outros tecidos e oigamsn ■ .
npnrreu o armazenamento em geladeira, sob 

degradação da BM-V mesmo quando ocon
V de duas semanas, tendo sempre o cuidado de

condição do tampão de dialise po

adicionar 2 mM Dl T a cada ‘ de vertebrado tem possibilitado sua

A purificação da mios atórj0 foram utilizadas preparações de BM-V

caracterização bioquímica. Em

para controle experimental de °ESplNDQLA et aJ. 2000b) e Calomys calossus 

endoennas e outros tecidos de sistema nervoso de Apis melifera e

(BARCELOS, 1999, BARCEL BARCELOS, 1999) e em experimentos
Xllleuaris (MENDES ** B

• „ 1774 (REIS t7 tf/., 2000).
com macrofágos de murino laboratório apresenta um perfil de proteína em

A BM-V purificada em no copurificação das cadeias leves de

cletroforese de gel de poliacri anu
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CaM, cadeias leves do tipo essencial LC23 e LCI7 e a cadeia leve homóloga a cadeia 

leve de dineina e a PIN. Preparações de BM-V em cérebro de pintainhos de um ou 

.. . nerfil de cadeias leves. As propriedades da BM-Vnove dias apresentaram o mesmo pu ui uv va

.. , nnp a proteína preserva suas condições nativas e cavaliadas neste estudo sugerem que a pioiema p

propicia aos experimentos aqui realizados. Neste caso, testamos os efeitos de 

antagonistas de CaM como W7 e melitina sobre algumas das propriedades nativas da 

BM-V. As implicações dos resultados encontrados para o conhecimento bioquímico, 

estrutural e funcional desta miosina serão aqui discutidos.
A cabeça trabalhadora de uma miosina inclui um domínio pescoço com 

funções de regulação e alavanca na transdução mecanoquímica do processo de 

motilidade (RAYMENT et al, 1993a; XIE et al.r 1994). A BM-V está entre as 

miosinas conhecidas que possui o domínio pescoço mais longo, com seis motivos IQ 

Esta é uma das razões em se caracterizar as propriedades estruturais e funcionais do 

domínio pescoço e as possíveis interações com outros domínios desta miosina.

As atividades enzimáticas e mecânicas da BM-V são parcialmente reguladas 

pela interação do Ca2' com as cadeias leves de CaM. Esta interação provoca 

dramáticas mudanças estruturais na molécula da BM-V, com efeitos que variam desde 

a estimulação da atividade Mg-ATPásica até a diminuição da velocidade de 

translocação dos filamentos de actina em ensaios de motilidade “in vitro” (CHENEY 

(dal., 1993).

Segundo a revisão de RECK-PETERSON et al (2000) a purificação 1 

miosina Va resulta na purificação também de cadeias leves de CaM e cadeias leves 1 

23, 17 e 10 kDa. As cadeias leves de 17 e 23 kDa são as cadeias leves essenciais 

(ELC) codificadas pelos genes de Gallus gallus LC17 e 23, sendo estes tambén 

componentes da miosina II não muscular de cérebro (ESPÍNDOLA et al. 1996 

NABESHIMA dal., 1987, KAWASHIMA el al., 1987). Se consideramos que a ELC 

ocupa na BM-V a mesma posição que ocupa na miosina-II podemos supor que a ELC 

estaria ligada ao primeiro motivo IQ (RAYMENT et al., 1993a). Em apoio a idéia de 

fiue IQ1 tem uma função específica de ligação à cadeia leve essencial, observa-se que 

1QI tem a seqüência mais conservada entre todas as miosinas da classe V (com 

exceção da miosina-V de Drosophila) do que os outros motivos IQ dentro de um 

mesmo tipo de miosina-V. Além do mais Myo2p de levedura liga-se à CaM e a 

Mlclp, um membro da superfamília calmodulina das EF-hand e que provavelmente
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i-ve essencial em levedura (BR.OCKER.HOFF ei al., 1994, funciona como uma cadeia leve essenu

STEVENS, DA VIS, 1998).

Observamos em nossos estudo que podem ocorrer alterações na estrutura da 

,io nntaponístas de CaM (melitina e W-7). A BM-V e asmolécula de BM-V na presença de antagonistas t

cadeias leves de 17, 23 e 10 kDa perdem a solubilidade enquanto as cadeias leves de CaM‘permanecem solúveis. Utilizamos um peptideo citoativo do veneno de abelha 

(Apis mellífera), que exibe excepcionalmente alta afinidade por CaM, para investigar o 

nível destas alterações.

Os ensaios de solubilidade foram realizados com 100 nM de BM-V e 

concentrações crescentes de melitina. Os ensaios na presença de ATP foram realizados 

com 13 gM de cálcio fivre e na ausência dc ATP com !9 gM de cálcio livre.

Nestes ensaios, na presença e ausência de ATP e com concentrações crescentes 

de melitina a BM-V sedimentou-se ju.rtamente com a cadeia leve de 10 kDa, enquanto 

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

r qfravés de iiuMiobloi (Figura 10). Assim, evidenciamosresultados foram confirmados através te

~ nlia afinidade estabelecidas entre as CaM da BM-V que possivelmente as mteraçoes de alta afimoao _

. de conformação que levou a urna liberaçao da CaM e melitina induziram uma mudança de conroí v

i rm V com consequente alteração da estrutura e agregação do domínio pescoço da BM-V com co i

observada nesta miosina.Nas análises densitométricas, observamos que, na presença de ATP, em 

concentrações de melitina de 0,25 a ! gM ocorrem modificações na sedimentação da 

~ a. i hM de melitina, na ausência de ATP, foram observadosBM-V Na concentração de l pM oe

• 4 rnimu-a 11B) contra 15% observados nos ensaios na59% das amostras no precipitado (Figma 11B)

presença deste nuc^eo (Figura HA). Na concentração de 2 gM de mei.tma 

evidenciamos a perda mais acentuada da soiubilidade da BM-V (92%), na ausenc.a ouP essenc.ajs de , ? e 2J kDa e a leye
presença de ATP(Figura )• ., v „ cnlnhilidade parcialmente alterada ficando, em
. m vn BC8/PIN) tiveram sua sofuomuau H
e 3 . RM v (Figura 13), enquanto 90% das cadeias leves

média, 65% da LC8/PIN, ligada a BM-V (Hy

de CaM continuaram solúveis (Figura 12).
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A Melitina (pM)

5 10 20 40
SPSPSPSPEGTA

Melitina (pM)

■HC

.-23 
_CaM

-17
--10

1?*
^ura 9 ~ Efeito da melitina na sedimentação da BM-V

SDs PAGE de amostras de sobrenadante (S) e precipitado (P) mostrando o efeito 

concentrações crescentes de melitina na solubilidade da BM-V, na ausência de 

e com 19 pM de cálcio livre.
SDS PAGE de amostras de sobrenadante (S) e precipitado (P) mostrando o efeito 

e c°ncentrações crescentes de melitina na solubilidade de 100 nM de RM.v nn* ? na 

fesenÇa de 2,0 mM de ATP e com 13 pM de cálcio livre. À direita estão indicados

~~ cadeia pesada da M5 (heavy chain), CaM - calmodulina, cadeias leves de 23 

17 e 10 kDa e meiitina. Os padrões de massa molecular relativa (Mr x 103) 

encont[ram-se indicados à esquerda.
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anti-CaM

anti-DLC8/PIN

Melitina (pM)
EGTA 0 0,1 0,25 0,5 1 2,5
S P S PS P S P S P s P s P

Figura 10 - Imunoblot do ensaio de sedimentação da BM-V com 

melitina na ausência de ATP

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

sedimentação da BM-V com concentrações crescentes de melitina 

utilizando anticorpos anti-calmodulina e anti-dlc de Clamydomonas.
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A

+ATP

-ATP

. sedimentação da BM-V com melitina na 
p,§ura 11 - Densitometria dos ensaios

Presença e ausência de ATP geométrica das bandas de sobrenadante

A) Histograma correspondente a na presença de ATP.

e precipitado (P) da cadeia pesada a ^^métricíi das bandas de sobrenadante 

Histograma correspondente a anál ausência je ATP.

e Precipitado (P) da cadeia pesada da
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A

B

+ATP

• ,« de sedimentação das cadeias leves de 
Figura 12 - Densitometria dos ensam ATp

calmodulina da BM-V com me 11 densitométrica das bandas de
A) Histograma """^'“^ina na presença de AW.

s°brenadante (S) e precipitado ( densitométrica das bandas de
B) Histograma ^^"‘""^dulina na ausência de ATP. 

s°brenadante (S) e precipitado (r)
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2 
Q.
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O
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80 -
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40
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0 X 1 í
EGTA 0 0,1 0,25

Concentração

■ S
□ P

.hkhíos de sedimentação da BM-V com 
Figura 13 - Densitometria dos 

melitina na presença de AIP

Histograma correspondente a l

análise densitométrica das bandas de sobrenadante 
■ a™ '"ar. 10 kDa da BM-V (DLC8/PIN), n =2.

(S) e precipitado (P) da cadeia eve



Resultados e Discussão 47

De acordo com RAYMENT et al. (1993a) no subfragmento SI de miosina II 

a ligação do nucleotídeo provoca uma rotação na porção carboxi-terminal da cadeia 

pesada que é transmitida às cadeias leves possibilitando o movimento. Assim, parece 

que na miosina II a principal função destas cadeias leves é criar uma molécula maior 

amplificando as mudanças confornracionais propiciando a ligação do ATP no sitio 

1-r V este nucleotídeo podería causar uma mudança de
ativo. Na interação melitina-BM-v esic nuu

.. • mplitina de retirar as cadeias leves de CaM da BM-V. 
conformação que impediría a melitina cie

u ATP seria necessário concentrações mais altas de 
Desse modo, na presença de AD, seua 

melitina para a insolubilização da proteína.
r o„twín de BM-V com F-actina na presença de Os ensaios de cossedimentaçao de

, ♦ «tativa de verificar o efeito deste antagonista de CaM
melitina foram realizados na tentativa de vern

■ . - u rm V com a F-aclina. A cossedimcnlaçào foi realizada na presença
na mteraçao da BM-V com a

_ » . I7 rJ..(:nq c 7 0 e 0,5 uM de melitina. Os ensaios na de 100 nM de BM-V, I pM de F-actma t
f irvc rnm 13 uM de cálcio livre e na ausência de ATP presença de ATP foram realizados com 13 pM

„ . r . rmno encontramos que a concentração de melitina que 
com 19 pM de cálcio livre. Com

i i -r udn dn BM-V era de 2,5 pM procuramos utilizar 
causava alteração na solubtl.dade da I» _

- interferissem na cossedimentaçao. No entanto, as 
valores de concentração que nao .

.. i /o n p 0 5 uM) ou foram insuficientes para concentrações de melitina uulizadas (2,0 e o.a t
i RM-V/F-actina ou a melitina nao influenciou esta 

verificar seu efeito na interação c a
i < rpçnectivamente). Estes achados nos indicam que a 

interação. (Figura 14 e Figura 15, P
v v b CaM ja bM-V e as consequentes alterações

molécula não afetaram o sítio de ligação com a 
confornneionais aue ocorrem nesta

c q . , . r M não se cossedimentaram e não impediram a
actina, visto que as cadeias leves í

mteraçao da cadeia pesada co utiljzada no ensaio de divagem da BM-

A concentração de m ()s fragmentos obtidos na proteólisc da

V por calpaína nao interferiu na na preSença de melitina e na marcação do
amostra controle foram os mesmos o i proteólisc da BM-V pela

Accim a melitina nauimunoblot (Figura 16). Assim,

calpaína. fragmentos cabeça e cauda mostraram, através
Os ensaios de purificação os^ QJ5 M de NaC) e q

de imunoblot que o fragmento cauu^c d(j SDS.pAGE tan)béln

fragmento cabeça com 0,75 M e degradadas pela calpaína c as

foi verificado que as cadeias leves

retirada das cadeias leves de
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cadeias leves de CaM permaneceram ligadas ao fragmento cabeça de 65 kDa. Dados 

de imunoblot revelaram que a cadeia leve de 10 kDa estava ligada ao fiagmcnto 

cauda (Figura 17).
As preparações de BM-V feitas 

apresentaram um atividade ATPásica ao

CHENEY (1995) que 

ATP/segundo/cabeça c.

F-actina e estimulada por Ca > 

preparações não se observou

durante o curso deste trabalho não 

nível da relatada em MOOSEKEK,

, mencionam uma atividade ATPásica de 45-60 

de BM-V. O valor máximo de atividade AT Pásica ativada por 

/calmodulina foi de 19 ATP/segundos. Em algumas 

atividade ATPásica provavelmente devido a 

i , ■ ■ u c.Kneitou-se de vários latores entre eles, água c pll que
desnaturação da miosina-V. Suspeitou se

, ~ >.ma BM-V ativa. Com relação a qualidade daestariam afetando a não obtenção de uma UM
• w (ni padronizado ao longo desse trabalho um F-actina utilizada para estes ensaios, íoi padion

t. Jn nó-ceíônico, utilizando somente acetona de controle de qualidade para obtenção do po ceio
~ r Actina foi realizada no Laboratório do Dr. qualidade (Merck). A preparação de G-Aclnia to,

... PMR|,r dc acordo com o protocolo dcscnlo em Malcnal c 
Roy Larson (Bioquimica-FMKt)« , . .

_ n.nctiiia foi testada cm vários ensaios de 
Métodos (item 2.2.2). A prepaiaçao

r" • 15 e Fiuura 18) e demonstrada, de maneira
cossedimentação (Figura 14, 'iguia .... Arriv , ,

■ i rnm relação a atividade A I Pasica também foram adequada, sua qualidade funcional. Com iclaça
fncão P2 tratada com 0,1% de Iriton gelado 

obtidos dados de atividade de uma liaçao
/ (1997)- A fração P2 enriquecida cm vesículas 

obtida de acoido com EVA ^p^ica ativada por F-aclina e regulada por

tnlíuorperazina e nào-inibida por 50mM de BDM 

1999) Estes dados foram importantes para confirmar a 

. , ATPase realizados para BM-V pura tanto em relação á
qualidade dos ensaios de AI < q- M
execução do método, qualidade da as preparações de BM.V foi a

Um aspecto importante o^ ]eves um fato a observar c que

homogeneidade da composição ^.y realizadas no laboratório do Dr.

diferente do que ocorreu nas prepa coniunicação pessoal), os pintainhos aqui

Mooseker da Yale University (E 0nnja planalto na mesma manhã de eclosão dos 

utilizados são coletadas ditetamen . na manhã seguinte, já no caso do
tarde ou raiameniv "<■

°vos e sacrificados na mesn <. ‘ comprados por um setor específico da
laboratório acima referido os PinU ic|ac|e (los pintainhos.

Universidade e geralmente não s'

mostrou com sucesso uma ati 

Ca2'/CaM, inibida por 

(EVANGELISTA et a!.,
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Figura 14 - Sedimentação e cossedimentaçao
da BM-V com 2,0 pM de melitina

«a presença e ausência de ATP e precipitado (P) mostrando o

A) SDS PAGE de amostras de sob da BM.V, na preSença de 2,0

efeito de melitina na sedimentação e co

de ATP e com 13 pM de cálcio T e precipitado (P) mostrando o

B) SDS PAGE das amostras de & cossedimentação da BM-V na

cfeito de 2,0 pM de melitm3 na s direita estão indicados HC -

ausência de ATP e com 19 gM de _ calmodulina, cadeias leves de 23 e

cadeia pesada (heavy chain), A - act

kDa.
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da BM-V com 0,5 pM dc melitina na

A

Presença e ausência de ATP q precipitado (P) mostrando o efeito

A) SDS PAGE das amostras de sobre ntação da BM-V, na presença de 2
de 0,5 pM de melitina na sedimentação e cossedim

dimentação da BM-V na ausência de 

indicados HC - cadeia pesada (heavy

de ATP e com 13 pM de cálcio li Drecipitado (P) mostrando o efeito
*) SDS PAGE de amostras de sobrenadante (S) P ...... .................... ,. . .

de °>5 |iM de melitina na sedimentação e cos 

A||> com 19 gM de cálcio livre- À direita 

Chaí“). A - actina e CaM - calmodulina, n =2.
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A B
1 2 3

205 -

116-
97“
66-

“i*'

-T, V

45_

29-

17-

2 3

a-cabeça

a-cauda

presença decom calpaína naFigura 16 - Proteólise da BM-V

melitina , ,
K) SDS-PAGE da BM-V intacta (1), ciivada com a calpa.na (2) e 

Clivada com calpaína na presença de melitina (3).

o P 3 utilizando anticorpos contra os 
B) Imunoblot das amostras L 

fragmentos cabeça e cauda.
• ans os fragmentos cabeça de 130 kDa e cauda de A esquerda estão indicados os ir g

massa molecular relativa (Mr x 103) 80 e 35 kDa. Os padrões de massa m 

encontram-se indicados à direita.
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3

i

1 2
B ;

3 4 oc-cauda

Í^K* -80

C a-cabeça
■>

- «W*#*

-65

D * ' oc-dlc

i i*' 'J ' -101

cauda da BM-V digerida comdomínios cabeça e 

cromatografia em Q-Sepharose
. rn rlivada com a calpaína (2) e frações eluidas 

" intacta (1), cnvau
l5M(3)eO,75M(4)deNaCl.

... utiliZando anticorpos para o domínio cauda globular (B), 

dlc de Clamydomonas (D).
indicados os fragmentos cauda de 80 kDa e cabeça de 65 kDa e

Figura 17 - Separação dos 

calpaína por

A) SDS-PAGE da BM-V 

da coluna com 0,1-

B, C e D: Imunoblots 

cabeça (C) e anti-
X

A esquerda estão 

cadeias leves de 23.17 e
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/ • .„oín npqsoab relatou que entre as diversas preparaçõesESPÍNDOLA (comunicação pcssoai; ívmiv t f

de BM-V que realizou no Laboratório da Yale (EUA), foi notado que em aiguns casos a 

cadeia ieve de 23 kDa estava ausente. Levantou-se a hipótese de que esta variação 

. rmrpnm de idade dos pintainhos. Para evidenciar tal lato podería ser decorrente da diíeiença de maut t

• «pntn controle patrocinado pelo Prof. Wilson Felipe Pereira realizou-se um experimento co l , .

cedeu uma gaiola especial, seu laboratorio e seus (DEMOR- UFU) que gentilmentc cericu b

- ,1p IÍ)O pintainhos até a idade de nove dias. O experimento cuidados para a manutenção de 100 pmtain

. , , oAmnsrarão aos pintainhos de 1 dia de idade sãorealizado com estes pinlatnltos em compataçao |

, r- t s Observa-se que a cadeia leve de 23 kDa esta presente nessa mostrados na Figuia 18. uoserva i

~ i ' anarente da presença desta cadeia leve.preparação sugerindo que não ha vattaçao apatente I
A análise densitométrica da BM-V puríficada de pintainho de nove dias revela a 

seguinte composição: para LC 23, CaM, LC 17 e 10 kDa foram respectivamente 

l,0:4,0:2,0;3,0 subunidades por cadeia pesada de BM-V. Estes resultados diferem dos 

valores de 0,3:4,0:0,7:1,0 observados por CHENEY et al. (1993) e ESPÍNDOLA et al. 

(2000a) para BM-V normal.

. • > O efeito do W-7 na molécula da BM-V. Os ensaios deInvestigamos, também, o eienu «u

i a», mo nM BM-V e concentrações crescentes de W-7. Os interação foram realizados com 100 nivi mv.

, atp foram realizados com 13 pM de cálcio livre, ensaios na presença de AIP foram

O efeito do w-7 na aolubilidade da BM-V foi observado á partir de 

~ a ea ,.M onde observamos 89% da BM-V nas amostras dos concentrações de 60 pM °{K1C

~ o Jp 80 e 100 uM a alteração na solubilidade foi de sedimentos. Em concentrações de 80 e p

i rpermaneceram no sobrenadante (Figura 19).93% e 99% e as cadeias leves de CaM perm< . . /

i do complexo Ca2'/CaM com o antagonista W-7 A estrutura em solução do con j

consiste de «n» motol. * “m

(OSAWA el «/.. 1998) E"sait)S de ‘ * miosina-V no deslizamento de actina foi inteiiamente inibida por W-7 e em análises

, ' de sombreamento rotatório foram observadasde microscopia eletrônica pela tecnic<m,croscop y subnietida a bombardeamento de W-7 na presença
alterações na estiutura ca dissociação das moléculas desta miosina

de cálcio, possivelmente devtdo « 

(Espíndola etai.7 2000c).
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A

B

Figura 18 - ComparaÇ»»
entre a cossedimentação de BM-V obtida de 

de diferente
cérebros de pintainhos a , bM_v purificada de pintainhos de 1

■flr-ncão e cossedimentaçao de w
A) SDS-PAGE da purificação

dia de idade. taçã0 de BM-V purificada de pintainhos de 9
B) SDS-PAGE da purificação e cosse

dias de idade. cadeia pesada (heavy chain), A - actina, CaM
À direita estão indicados HC - ca padrões de massa molecular relativa

calmodulina e cadeias leves de 23,

(Mr x 103) encontram-se indicados a esq
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Figura 19 - Efeito do W-7 na sedimentado de BM-V

„ . <lr concentrações crescentes de W-7
SDS-PAGE mostrando o efeito de conce.

He ATP e com 13pM de cálcio 
na solubilidade da BM-V, na pr 9
i • ' • HC - cadeia pesada da BM-V (heavy
livre. À direita estão indicados H

zv «o/irríes de massa molecular relativa 
Chain) e CaM - calmodulina. Os padrões de m 

(Mr x 103) encontram-se indicados à esquerda.
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CHENEY et al. (1993) mostraram por visualização em microscopia eletrônica 

da BM-V purificada um espessamento uniforme da molécula estendendo para trás 

cerca de 20 nm da cabeça globular da miosina. Esta estrutura pode representar a 

cadeia pesada e as cadeias leves associadas ao dominio pescoço. Ensaios de oeerlay 

realizados por ESPKEAFICO e, «/. (1992) mostraram t|Ue o dominio pescoço 

.. rlp calmodulina. Sequenciamento peptídico das cadeias 
contém os sítios pra ligaçao de

i fetn tratava-se de calmodulina (ESPÍNDOLA et al., 2000a). leves demonstrou que de fato tra ,
oioPin cadeia leve-calmodulina para a BM-V de cerebro 

A estequiometria dessa associaç<
<■ td 5 calmodulinas para cada cadeia pesada e 1-2 cadeias 

de pintainho de um dia (4-5 .
a m dados para a BM-V de cerebro de pintainho 

leves do tipo essencial) concorda ~
,vel efeit0 desenvolví mental na relaçao da 

de nove dias descartando u P
obtidos com tnfluorperazina, um antagonista 

composição destas cadeias leves. ...... ,
1 V zvrirAl et al 1989), mostraram uma inibição da

hidrofóbico de calmodulina (VBIGAL ■
i Ca21 na presença de actina (LARSON et a!., 1)90, 

ativação da BM-V pelo C

ESPÍNDOLA et al., 1992). . tureza cooperativa da ativação por Ca2'
Para NASCIMENTO et alA 1996)

n uMé reminescente da de outras enzimas reguladas poi 
observada no limite e BM-V via cadeias leves de
CaM, confirmando as hipótese de que o Ca

calmodulina. de sedimentação que a BM-V incubada com
Foi mostrado em experim s0]ubilidade. Na tentativa de verificar

100 bM de W-7, na presença < soIubilidade, o precipitado obtido foi

a possibilidade de recuperação mM, KC1 ?5 mM, MgCi2 2 5 mM,
ressuspendido em tampão contendo bm exóge|ia

DTT 2 mM e EGTA 1 mM e *nCU 3 pe]0 yy_7 a integridade estrutural da

Após a retirada das cadeias ~ possível mesmo com a adição
rtl.Pi ressolubizaçao nao iui h

BM-V foi alterada de forma q 1 representa a BM-V insolúvel que
70) (a amostra J z n

de CaM exógena (Figura ) Já nos enSaios de motilidade "in vitro" a

permaneceu na parede do tubo mso so|ubilidade recuperada após a adição de

BM-V tratada com o antagonista teve a diferenças estruturais de
/ 7000c) possivelmente

CaM (ESPÍNDOLA et al., 2
- le BM" ’ e 11conformação entre as moléculas

Motilidade.

solução e a imobilizada na câmara de



í

~----- ---------------- - --------------- ^^iíQ^QlJ^Discussão 57
sISBI/UFü
200418

BM-V S PI P2

figura 20 - Ensaio de solubilidade da BM-V com W-7

SDS-PAGE das amostras de sobrenadante (S), precipitado 1 (Pi) e 

Precipitado 2 (P2) obtidas quando a BM-V foi incubada com 100 

PM de W-7, na presença de 19 juM de cálcio livre, e centrifugada a 

50.000 g por uma hora. À direita estão indicados HC - cadeia 

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

103) encontram-se indicados à esquerda.
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OSAWA et al. (1999) investigando as mudanças estruturais na ligação 

Ca2'/CaM na presença de W-7 encontraram que a ligação de duas moléculas de W-7 

induziram mudanças estruturais drásticas para o complexo Ca2'/CaM que passou de 

. i ... ...m estrutura globular compacta provavelmente pela 
uma estrutura alongada para uma e b

~ .,nmnipvO Ca2'/CaM, nas moléculas de BM-V dobra do ligante flexível. A bgaçao do complexo
u w7 node provocar também estas mudanças estruturais 

e na presença de W-7 Poac P
comprometendo a atividade fisiológica da pro

i nnfndis em NASCIMENTO et al. (1996) podemos
Entre as questões levantadas em

, . fnram respondidas e outras ainda não são conhecidas, 
afirmar que algumas delas ja f

• i mantas de calmodulina encontradas por CHENEY Isto é a natureza das cadeta leves dtsuntas de ca
, v mJpias leves essenciais por ESPÍNDOLA et al.ela/. (1993) foram reveladas como cadetas lev

2 I . „„„ de dissociar calmodulina? Em que condiçocs? 
(2000a). As questões se o Ca ecapa

. r.21'? O nue as calmodulmas distantes causariam na 
Qual o papel da ligação do Ca 
regulação do lurnover do ATP na cabeça da BM-V?

, zinoRt discutem estas questões. Um dos aspectos e sobre
CAMERON et a . somente ao nível das cadeias leves para a

as mudanças conformacionais qu principal componente de cadeia

nnosina-II. No caso a 2 ecência da CaM não contribui de maneira 
leve, falta o triptofano e a fluo^ ^ervado pdos autores. De acordo com a 

significativa para os efeitos que imejr0 e quinto motivos IQ de cada cadeia
seqüência de aminoácido deduzid calmodulina destes sítios IQ

f o Daí a liDeiaç«v
pesada inclui-se um tnpto an trjptofano ao meio aquoso causando

poderia potencialmente expor os observaram nenhuma mudança do

decréscimo da fluorescência. Entr j-can(j0 que a exposição desses resíduos de 

espectro quando Ca2' foi adicionado, {}a fluoreScência. CAMERON et al.

triptofano não é a causa primária <7 fluorescência podem ser devido às

(1998) especularam que as muda Ç f tam esses e outros resíduos de
~ da cadeia pesada que a

alterações nas conformações < 1 2i jn(juz a um decréscimo da absorbância
triptofano. Também foi observado q Dados de outras miosinas

a 280 nm do pico que conte $ mioSina-II de molusco pode levar a
revelam que a dissociação das cadeia ge encurta a distância entre a

um colapso parcial da região peSC°Ç°’^so região pescoço quando a calmodulina 

cauda e a cabeça da miosina.
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,. . . nnr nnaloiíia com as outras miosinas e pelos dados aqui
dissocia-se pode corrrei por anaiogia vum

demonstrados e comentados.
Citando ainda CAMERON ei al. (1998) que por comparação com as outras 

„ IO da região pescoço da BM-V são parte de um miosinas comentam que os sítios 1U oa região p
t -r npla liaacão da caímodulina e de outras cadeias alfa-hélice longa que é estabilizada pela ngaçao u

i , ■ n narfir dos dados estruturais que o último sítio IQ em sua
leves, pode se estimar a partn cio

■ i m a nma distância de 0.25 nm da região de ligação de 
extremidade C-terminal esta a ui

, • . a de duas vezes mais distantes que na miosina-
actina do domínio cabeça, isto e, ceica cie
„ , , , fma tnudança conformacional na região pecoço com sub-
II de músculo esqueletico. Uma Ç

lionnte de actina seria consistente com um 
sequente repercussão na região g<

~ a rV1 n mna ou mais cadeias leves regularia de algum 
mecanismo no qual a hgaçao do Ca a uma

, ■ nMlítieo distante. Desde que a divagem da BM-V pela modo a atividade de um sitio catalítico distan
n pfeito do Ca em ativar a acto-BM-V calpaína mimetiza a junção cabeça-pesc ,

i • ocnrln nesta região deve ser essencial para a ATPase, a continuidade da cade.a pesada

regulação. , r o Mciras da miosina da classe-V é que elas não formam 
llm das características basicas aa

filamentos como a miosina-H. Neste cas

conformação referidas como formas 6 e

características que assemelham-se

miosina-II possui dois tipos de 

10 S de acordo com seus coeficientes de 

, c forma filamentos sob condições iônicas fisiológicas o 
cossedimentação. A forma

que nSo e observado na forma formaçao fi|amentos na presença de

O enovelamento na forma 10 .10 s as nnosma sem as 
ATP Fsta menor habilidade do enovelamento

s , . ieVes pode ocorrer devido a coesão destas
cadeias leves de 20 kDa ou am as ca

duas cabeças (KA fOH, MORI , regulatórias são mostrados no fragmento
O modo de ligação das cadeias leves reg^

S I da estrutura em cristal da mio. Ca2<yCaM a estrutura quaternária do pescoço 

às estruturas de ligação do coi p interações específicas das cadeias leves

da miosina muscular envolve não 
com as cadeias pesadas mas também estab 

cadeia leve essencial (ELC) com o 

(RLC) (RAYMENT el al., 1993a).

Podería a caímodulina exercer i ~ 

regulatórias da miosina II? Sua J,beraça

contato do domínio N-terminal da 

domínio C-terminal da cadeia leve regulatória

BM-V o mesmo papel que as cadeias leves 

da BM-V podería causar a exemplo das
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proposto que a ligação 

necessário para gerar o 
deslizamento (RAYMENT et al., 

SPUDICH, 1996, METHA et 

ausentes os seis____

RLC na miosina II, perda de conformação nativa e função? Isso seria possível se 

considerarmos que os motivos IQ da região pescoço sofreriam um possível colapso 

pela ausência das cadeias leves de CaM, o que propiciaria novas interações com 

outras regiões da molécula ou com outras moléculas de BM-V. Estas modificações 

conformacionais iniciadas no domínio pescoço poderíam ser amplificadas para toda a 

região da cabeça da BM-V causando sua desnaturaçao.
Hiversas funções para a cadeias leves de CaM e 

Existem várias sugestões de d
n ciinerfamília das proteínas EE-hand. Tem sido 

outras cadeias leves pertencentes a superramm* (
das cadeias leves estabiliza o braço em alavanca que é 

tamanho de passo requerido para a velocidade de 

1993a, UYEDA et al., 1996, HOWARD,

al 1999). Em cePas de leveduras em que estão 

• r/v a., Mvn7n as leveduras crescem quase tão bem quanto 
ausentes os seis motivos IQ da Myo2|, , . ,

o q fhlta do domínio pescoço não e essencial para a 
as cepas selvagem, sugerindo qu

. U4» leveduras que super-expressam Myo2p crescem
função da Myo2p. Por outro lado,

r pxnressam também a Mlclp, que e equivalente a cadeta 
muito pouco, mas se super-expt 
leve essencial da BM-V, elas crescem normalmente (STEVEN , ).

Segundo RECK-PETERSON -
i.rin çer a de fornecer um suporte estrutural para o 

leves na miosina-V de levedura poc < , . , .o comprimento do domínio pescoço 
domínio pescoço da Myo2p. o a ,

P V . çç_, a My02p sem pescoço pode nao ser capaz de
correlaciona com o tamanho dopa~ > ninfnr

, mirrofilarnento. Portanto se a Myo2p e um motoi 
movimento nrocessivo ao longo do

vimento piocess viabilidade da Myo2p sem pescoço levanta a
Processivo como a BM ‘ senCjal mas não requeira movimento processivo. 
Possibilidade que sua função sej - ’ $ terjam papéis regulatórios

p>rinr6S 3S
Em eucanontes sup que a nljOsina-V de cérebro é regulada

adicionais aos observados para My P ^000) sugerem que provavelmente um 

Por Ca2' in vitro. RECK-PETERS alteração da rigidez flexionai do

modo de regulação da miosim ~ cajeja ]eve je CaM ou alteração da
domínio pescoço tanto pela disso Ç motilidade in vitro da

. . | ve Entretanto, peio
afinidade de ligação da cacei -jeramos que o papel do cálcio na função da

miosina-Va ser inibida poi Ca ’ c y " .. ..........
miosina-V seja ainda desconhecido (C 

1993). As funções essenciais da Myo2p c-

■/ al., 1993, WOLENSKI et al., 

de levedura não devem ser regulada por Ca2'
e.
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. Jp ealmodulina que falham em se ligar ao Ca2' in
uma vez que as cepas mutantes ae camiuuuuna »

vitro são viáveis (GEISER ei a!., 1991).
Através do liso de inibidores intracelulares da CaM procuramos, com nosso 

estudo contribuir para a elucidação da complexidade dos detalbes moleculares que 

envolvem a regulação da BM-V e suas cadeias leves.
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5. CONCLUSÃO

As cadeias leves de CaM ligam-se aos motivos IQ por interações

... muscular- estas cadeias leves estariam fazendolndrofobicas, e como na miosina museu ,
.nruíne nesadas A retirada destas cadeias leves pela interações específicas com as cadeias p

, . jAnnh de BM-V a perder sua integridade física emelitina e W-7 levariam a molécula de
t i rm v lima mudança de conformação com perdg deestrutural, causando na BM-V uma 

solubilidade e conseqüente desnaturação.
Conto não foram observados efeitos significativos da melitina nas cadeias 

leves de 17, 23 e 10 kDa, a perda de solubilidade observada parece ter sido 

decorrente da ausência das cadeias leves de CaM

„ nen dos antagonistas de CaM constitui urna Portanto, consideramos que o uso dos b
v rpíuier as cadeias leves de CaM associadas ferramenta útil para indicar que a BM-V requer

n íntporidade física e funcional.
ao domínio pescoço para manter sua b
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6- Resumo

I A miosina-Va de pintainhos (BM-V) possui duas cabeças motoras com múltiplas 

cadeias leves de calmodulina (CaM) associadas com o domínio pescoço ou regulatório 

de cada cadeia pesada, um fato consistente com os efeitos regulatórios do cáleio nesta 

miosina. As cadeias leves estão relacionadas á regulação motora e manutenção da 

estrutura integra do domínio pescoço, o qual conecta o domínio motor e o domínio 

„ i r ocnpríficos do cálcio e dos antagonistas decauda. Nós investigamos os efeitos especiticos uu

„ , x , .lirn(.ín da BM-V. Para retirar as cadeias leves decalmodulina (W-7 e Melitina) na desnaturaçao aa »iv>

- ,, , ..uoonnMas de CaM na presença de 1 a 20 pM deCaM a BM-V foi incubada com os antagonistas uu

~ 2) , < • ...'.nine foram avaliadas por sedimentação eCa livre e suas propriedades bioquímicas toran

„ n.tp a melitina e o W-7 removem as cadeias mteração com F-actina. Demonstramos ]

i - „ nnimi de 2 5 liM e 80 pM, respectivamente,leves de calmodulina em concentrações < c

. , calmodulina são removidas por seusbasicamente, quando as cadeias leves de caimo

., , nresenca de ATP, em concentrações deantagonistas a BM-V torna-se insolúvel. Na ptesença
«rtifíc3cões na sedimentação da BM-V. Na Melitina de 0 25 a 1 pM ocorrem modificações

’ -'«zvin dp ATP foram observados 59% das
concentração de IpM de melitina, na ausência d ,

,<0/ observados nos ensaios na presença deste urnostras no precipitado contra ISA»
' i fpito nrotetor na insolubilidade da BM-V quando a nncleotideo, sugerindo seu possível efeito p ~

& M_v na interaçao com a F-actma nao toi
CaM é removida. A habilidade da antagonistas

. . ... portanto consideramos que o uso de antagonistasSI8nificamente afetada pela me ítina. gM-V requer as cadeias leves

* CaM constitui uma ferramenta út.l parae 

de CaM associadas ao domínio pescoço p<
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7. SUMMARY

Myosin-Va from chick brain (BM-V) is a two headed motor with multiplc calmodulín 

(CaM) light chains associatcd with the reguíatory or neck domain ofeach heavy chain, a 

feature consistent with the reguíatory elfects of Ca on this rnyosin. The light chains 

are implicated in motor regulation and in maintaining structure integrity of neck 

domain, which connects motor and tail domains. Wc investigated the spccific cffccts of 

Ca2' and calmodulín antagonists (W-7 or Melittin) in myosin-Va denaturation. To strip 

CaM light chains we incubated BM-V with calmodulín antagonists in the presence of [- 

20 pM frce Ca2' and evaluated its propcrtics by sedimcntation and F-actin binding. 

Myosin-Va loses all of its calmodulín Jight chains when incubated with Ca21 plus W-7 

or melittin at concentrations of 80 and 2,5 pM respcctively. Basically when its 

antagonist removes calmodulín, myosin-Va becomes insoluble. Experimental conditions 

in the presence of ATP showed the protector effccl 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. Thcrefore, we reported here a spccific eílect of calcium 

plus calmodulín 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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