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I. lliTRODUÇÃO

Miosinas são proteínas motoras envolvidas em movimentos celulares 

como por exemplo, contração muscular, transporte de organelas no 

citoplasma e fagocitose (para revisão consultar: Pollard, 1991 ;I-Ianuner, 

1991; Cheney e Mooseker, 1992). As miosinas 1nusctllares são moléculas 

grandes contendo seis cadeias polipeptídicas, sendo duas cadeias pesadas, 

de aproximadamente 200kDa, e quatro cadeias leves, em to1110 de 20kDa. 

As cadeias pesadas consistem de duas cabeças globulares ligadas a urna 

longa cauda em a-hélice dupla ("coiled coil"). O domínio ''cabeça" é 

altamente conservado, de aproximadamente 95kDa, e pode ligar actína, 

hidrolisar ATP e translocar sobre os filamentos de actina. Na junção 

cabeça-cauda há um domínio regulatório (pescoço) associado não­

covalentemente a cadeias leves globulares (Chaussepied et al., 1986). As 

cadeias leves de miosinas musculares que apresentam similaridades 

consideráveis de sequência e estnli"ura com a calmodulina. 

Com as técnicas de clonagem molecular e sequenciamento de DNA, 

já se conhece a sequência de 5 O mio sinas, aproximadamente, divididas em 

11 classes estrut11rais (Hammer, 1994; Cheney, 1993b; Cheney e 

Mooseker, 199 5). Previamente, as mio sinas foram divididas em dois 

grupos, de acordo com a diversidade funcional: convencional e não 

convencional (Cheney e Mooseker, 1992), exemplificadas no diagrama 1. 

A mais conhecida e caracterizada miosina convencional é a miosina-II da 

contração muscular; encontrada em músculo esquelético, liso e cardíaco. 

Miosinas nã.o estão, entretanto, limitadas a células musculares (Korn e 

Haimner, 1988), nem a organismos superiores. Elas são encontradas em 

muitas células e tecidos não-musculares (para revisão consultar Hanuner, 

1994), como em levedtu-as, amebas, nematódios, plantas superiores, etc. 

Uma proteína distinta estruturalmente e ligante de calmodulina (CaM), 

presente em célula epitelial intestinal, é uma miosina não convencional 

denominada miosina-I de borda em escova, BBIVll (Collins e Borysenko, 

1984; Pollard et al., 1991). NINA C, pertencente a classe III, é urna 
miosina não convencional encontrada em células fotoreceptoras de 

Drosophila (Montell e Rubin, 1988; Matsmnoto et al., 1987), cuja ligação 

à Ca.M é necessária para fototrai1sdução (Porter et al., 1993). 

Uma miosina não convencional, classificada como miosina-V 

(pe1tencente a classe V), foi identificada dtirante a investigação da 
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regulação da atividade ATPásica de uma fosfoproteína, ligante de 

calmodulina, enriquecida em cérebro (Lai-son et al., 1988; Larson et al., 

1990; Espindola et al., 1992). Foi denominada pl90, com massa molecular 

relativa de 190.000 (por meio de SDS-PAGE, Larson et al., 1988) e se 

associa a filamentos de actina. 

Foi demonstrada a distinção entre a mio sina-V e a miosina-II de 

cérebro com base na imunoreatividade diferencial de anticorpos policlonais 

gerados contra estas proteínas (Larson et al., 1990). Foram isolados e 

sequenciados utilizando anticorpos policlonais anti-miosina-V de rato, 

como sonda, os clones codificantes da miosina-V a partir de uma biblioteca 

de cDNA de cérebro de galinha em vetor de expressão ÀZAP (Espreafico 

et al., 1992). 

Comparando a sequência de aminoácidos da miosina- V com todas 

as outras miosinas já sequenciadas conclui-se que ela é composta por três 

domínios (figura 1 ): cabeça, pescoço e cauda, característicos das mios-inas. 

O donúnio cabeça ( domínio N-terminal) é grandemente conservado e 

contém os motivos do domínio motor das miosinas ( os sítios ligantes ele 

ATP e actina). O domínio pescoço é formado por seis sítios similares ao 

sítio ligante de CaM da netu-omodulina; assim, associa-se à CaM ou 

cadeias leves relacionadas. A cauda é fonnada por uma região contendo 

segmentos cmtos de a-hélice dupla ("coiled coil") alternados por 

segmentos não a-hélice ( tm1 deles contém a sequência PEST, relacionada 

com a digestão por calpaínas, Reichsteiner, 1990) e uma grande região 

globular no C-tenninal, de função desconhecida. 

A microscopia eletrônica ela miosina-V de cérebro de galinha 
confirmou que, de fato, ela é tm1 dímero de cadeias pesadas, mas não fonna 

filamento. A nnunolocalização, a nível ótico, em neurônios e astrócitos tem 

sugerido que ela encontra-se na região elo Golgi, ao longo dos 

prolongamentos celulares e em suas extremidades. A imunodetecção em 

"westen1 blots" mostra que ela não é vastamente distribuída em todos os 

tecidos: é uma proteína ricamente expressa em neurônios e é encontrada 

também em ceitas células gliais, certos tecidos secretórios como o 

pâncreas endócrino, células endócrinas do epitélio intestinal, útero, ovário, 
testículo, adrenal e em certos linfócitos; mas não foi detectada em tecidos 

musculares nem no figado (Espreafico et al., 1992). 
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A SUPER CLASSE DE IVIOTORES: IVIIOSINA 

Classe 
Classe li 

. 

('.(XXXXXX.X'ÁÁXXX)__� 
1 '--

Classe V 

Classe I 

Classe I 

Classe I 

Classe IV 

Classe ili 

Propriedades 
Forma uímcros e filamentos 
bipolares; responsável pela 
conlração muscular, rcqucri<la para 
citocinese e 1

1capping 11 in 
Dictyosteli11111. 

Forma <límerm; mas não 
lilamcnlos; o mulanlc myo2 é 
deficiente na genninação, tem 
esqueleto <le actina desorganizado 
vesículas acumuladas. 

Forma monômcros q11c podem 
1

1crnssli11k 11 com aclina; localizada 
cm pequenas vesículas, ventosas 
fogucilicas, vacuolo canlrúclil e 
com as cxlrcmi<la<lcs principais 
<las células cm movimento. 

Em estudo. 

Forma monômcros; liga lilamcnlos 
de acliua com a membrana 
plasmútica nos microvilus. 

Exemplos 
Mil uc músculo esquelético, Mil 
de músculo liso, Mil não­
muscular, Dictyostelium Mll. 
(~200 kD) 

Dilutc <le camundongo, p 190 tlc 
cérebro <lc galinha, MYO2 <lc 
levedura. ( 180-215 kD) 

MIi\ MlB, MIC tle 
;lcw1tlwmoeha; Mll3, Mil) <lc 
1Jiclyosleli11111. ( ~ 125-140 kD) 

MIA tlc Aca11tlwmoeha, MIE ele 
Dictyostelium. (~I J 3 kD), MYO3 
e MY05 de Sacdmromyccs e o 
gene myoA tlc llspergillus. 

IJBMI, MJ ele cércbro/a<lrcnal. 
(~120 kD) 

Em estudo. MI <lc allo peso molecular c.lc 
Accmtlwmoeba ( 177 kD) 

Presente cm células folorcccptoras Nina C ( 174 e 132 kD) 
<lc Drosopllila; a fonua de 174 kD 
cslú localizada nos rabc.lõmcros 
onc.lc po<lc funcionar cm 
fololnu1s<luc�:ão. 

Diagrama 1. Esquema das diferentes classes de miosinas é mostrado com os domínios cabeça 
indicados pelas aberturas ovais maiores e as cadeias lcvcs/CaM por aberturas ovais menores. M, 
miosina. Aclaplado de Chcncy e Moosckcr, 1992. 
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Figura 1. Modelo hipotético da estrutura da miosina-V, baseado na sequência de aminoácidos 

e análise de micro grafias eletrônicas (Cheney et al., 1993: Espreafico et ai., 1992). Os domínios e 

subdonúnios são indicados: P - pescoço, C - cabeça, CP - cauda proximal, CM - cauda medial e CG -

cauda globular. CaM - representa as calmodulinas e PEST - o sítio de rcconhecirncnlo pela calpaína. 
Os números indicam as posições estimadas elos aminoácidos na miosina-V de cérebro de galinha 
(Larson, 1996). 
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I.1. DOMÍNIO PESCOÇO DA lVIIOSIVA-V

O domínio pescoço é fonnado por seis potenciais sítios ligantes de 

CaM (Espreafico et al., 1992), similares ao sítio ligante de cahnodulina da 

neuromodulina, fosfoproteína concentrada em cones de crescimento e 

terminais sinápticos (Alexander et al., 1988); ou seja, seis repetições 

imperfeitas dispostas entre os resíduos 7 65-909, sendo que a primeira 

destas repetições possui 42% de identidade com o sítio ligante de CaM da 

nelu-omodulina. Cada mna destas sequências contém aproximadamente 23 

resíduos; destacando-se a sequência: IQxxxRGxxxRxxY (Cheney e 

Mooseker, 1992; Xie et al., 1994), denominada "motivo IQ" (figura 2) 
onde x representa resíduos predominantemente básicos e o resíduo G não é 
conservado na sequência de levedura, conforme descrito na figura 2. A 
sequência acima é altamente básica (29 Arg, 17 Lys, 5 I-Iis) e possui pI na 

faixa de 12-13 (Cheney et al., 1991; Cheney e Mooseker, 1992). Estas 

repetições foram reconhecidas no produto elo gene Dilute de camundongo 

(Mercer et al., 1991), .LVJY02 de Saccharomyces cerevisiae (Johnston et al., 

1991), MY04 de Dictyostelium (Haarer et al., 1992)e lYJYAl de 

Arabidopsis thaliana (Kinkema e Schiefelbein, 1993). São também 

semelhantes em posição e estrutura primária às repetições presentes na 
jm1ção cabeça-cauda da BBMI, região responsável por ligar CaM. Estão 

tanibém presentes em todas as outras miosinas, como por exemplo nos dois 

sítios ligantes de cadeias leves essenciais de mna das miosinas-II de 

músculo cardíaco de rato (figura 2). Recentemente, a estrutura atômica da 

região ligante de cadeias leves da miosina-II de molusco de concha foi 
resolvida (Xie et al., 1994), demonstrando que esta sequência consenso é 

fundamental para a interação com cadeias leves essencial e regulatória. 

Embora a 1niosina do molusco de concha seja regulada por cálcio e suas 

cadeias leves tenham homologia com a cahnodulina, elas não apresentam 
os domínios ligantes de cálcio conservados, o sítio da cadeia regulatória 

liga Mg2+ 
ou Ca

2+ 

e o sítio específico para cálcio é incomum, sendo 
dependente da interação trimolecular entre as cadeias leves e a pesada. 

Foram também resolvidas estruturas de complexos da calmodulina e 
peptídeos-alvos que não têm homologia com o "motivo IQ": derivados da 
quina.se de cadeia leve das miosinas ele músculos esquelético (Il(l1ra et al., 

1992) e liso (Meador et al., 1992). 
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A distribuição dos resíduos chaves no "motivo IQ" requer uma 

confonnação em a-hélice para ligações com CaM e cadeias leves; sendo a 

base estlutural para oc01Ter estas interações (Xie et al., 1994). 

Ikura e colaboradores, 1992, est1.idando o domínio regulatório da 

quinase de cadeia leve de miosina-II de músculo esquelético, compararam 

a sequência deste domínio com as sequências dos ''motivos IQ", bem como 

outras proteínas ou peptídeos que ligam CaM, com alta afinidade, mas não 

têm o "motivo IQ". Estas proteínas têm como fator comum dois 

aminoácidos aromáticos ou hidrofóbicos de cadeias longas, separados por 
um espaço de doze resíduos (IQxxxRGxxxRxxY). 

Estas estruturas, em conjunto, contribuem enonnemente para a 
compreensão das interações moleculares entre a CaM e suas proteínas­

alvo. Entretanto não respondem à pergunta que vem se tornando central 

para o entendilnento completo da função de uma proteína essencial, versátil 

e ubiqüita como a CaM: Qual é o mecanismo da interação independente de 

cálcio da CaM com uma estrut1.ira do tipo "motivo IQ"? Tentando 

desvendar estes mecanismos, foi expresso o donúnio pescoço da n1iosi11a-V 
em bactéria, purificado por coluna ele afinidade e iniciado sua 
caracterização, demonstrando que o mesmo liga CaM de maneil·a 
independente de cálcio. 
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MOTIVOS IQ-UMA SEQUÊNCIA QUE LIGA CaM NA AUSÊNCIA DE Ca2+

Nº Nº 

primeiro aa Seqüência último aa Proteína 

27 PEDKAHKAATKIQASFRGHITRKKLKGEKKGDAP 

765 DKLRAACIRIQKTIRGWLMRKKYM 

764 

783 

654 

RMRRAAITIQRYVRGHQARCYATFL 
RRTRAAIIIQKFQRMYWRKRYQ 
CMRD�TIALQALLRGYL VRNI'CYQMM 
LREHKSIIIQKHVRGWLARVHYH 
RTL�IVYLQCCYRRMMAKRELKKL 

DKLRAACIRIQKTIRGWLLRKRYL 
CMQRAAITVQRYVRGYQARCYAKFL 
RRTKAATTIQKYWRMYVVRRRYK 
IRRAATIVIQSYLRGYLTRNRYRKI 
LREYI�VIIQKRVRGWLARTHYK 
RTMI�IVYLQCCFRR1'1MAKRDVKKL 

KMHNSIVMIQKKIRAKYYRKQYL 
QISQ�IKYLQNNIKGFIIRQRVNDE 
MKVNC�TLLQAAYRGHSIRANVF 
SVLRTITNLQKKIRKELKQRQLKQE 
HEYNAAVTIQSKVRTFEPRSRFL 
RTKKDTVVVQSLIRRRAAQRKLKQL 

RVAEL�TLIQKMFRGWCCRKRYQ 
LMRKSQILISAWFRGHMQRNRYK 
QMKRSVLLLQAYARGWKSRRLLRELKVQR 
RRHLAASTISAYWKGYQTRRMYRRY 

60 

909 

908 

926 

neuromodulinabovina 

mi os ina -V-1 ÇJ ét 1 i n ha

miosina-V-2 
miosina-V-3 
miosina-V-4 
miosina-V-5 
miosina-V-6 

dil ute-1 camundongo

dilute-2 
dilute-3 
dilute-4 
dilute-5 
dilute-6 

MYO2-1 l<:!Vedui:-c1 

MYO2-2 
MYO2-3 
MYO2-4 
MYO2-5 
MYO2-6 

BBMI-lgalinha 

BBMI-2 
BBMI-3 

724 BBMI-4 (in:i•JL·trJ aJtnrnativo) 

FRSD�CTRLSNFIYRRMVQKYLMGLQKNLPPMAVLDRT BBMI-5? 
WPPAPYKFLSD�QELKSIFYRWKCKKYREQLTPQQRAML 802 BBMI-6? 

780 ERLSRIITRIQAQARGQLMRIEFKKMVERR M-II-1, a-cardrato (sítio-LCl)
D�LLVIQWNIRAFMGVKNWPWMK 832 M-II-2

785 ERLSKIISMFQAHIRGYLIRKAYK 799 M-II-1, molusco
802 QDQRIGLSVIQRNIRKWLVLRNWQ 825 M-II-2 de concha

Figura 2. Um domínio ligante de CaM/cadcia leve, o "motivo IQ", está presente cm uma ou 
mais repetições cm todas as miosinas. A sequência indicada na região pescoço da miosina foi alinhada 
manualmente observando os resíduos conservados (cm negrito). A sequência da ncuromodulina de 
cérebro bovino foi também incluída para comparação (Espreafico et al., 1992). O segmento da 
sequência da BBMI sublinhado representa um inserto oriundo de um processamento alternativo do 
mRNA, gerando uma isoforma menos abundante com um sítio ligante de CaM adicional. A deleção da 

porção sublinhada da miosina-II cardíaca-a de rato aboliu a ligação da cadeia leve_ essencial. Por 

último, está apresesentada a sequência da região ligante de cadeias leves da miosina-II de molusco de 
concha (atividade ATPásica dependente de Ca

2+
). A sequência cm negrito contém os aminoácidos

. necessários para interação com as cadeias leves essencial e re6111latória, respectivamente, conforme 
determinado por cristalografia (Xie et al., 1994). 

8 

(sítio ELC)

(sítio RLC) 



MATERIAIS E MÉTODOS 

9 



II. MATERIAIS E IVIÉTODOS

II.l. EXPRESSÃO DA PROTEÍNA DE FUSÃO PLM-PESCOÇO

Foram utilizadas colônias de E. coli XLl-Blue transfonnadas com o 
vetor de expressão pIH902 (New England Biolabs, Beverly, MA) e com 
plasnúdeos recombinantes portadores da sequência de cDNA relativa ao 
domínio pescoço da miosina-V, resíduo 765 a 909 (Espreafico et al., 
1992). O vetor pIH902 (figura 3) contém o forte promotor Ptac e o gene 
malE, que codifica uma proteína ligante de maltose (PLM) com peso 
molecular de 42 (resultando na expressão de uma proteína de fusão). O 
vetor contém ainda o gene lacZcx, que codifica um fragmento da f3-

galactosidase, um "polylinker" entre malE e lacZa contendo vários sítios 
para endonucleases de restrição e uma sequência codificadora do sítio de 
reconhecimento da protease fator Xa de coagulação bovina (Ile-Glu-Gly­
Arg), possibilitando a clivagem entre a proteína de interesse e a PLM após 
pm·ificaçao através da coluna de amilose. 

A expressão do domínio ligante de CaM da miosina-V foi realizada 
de acordo com o protocolo descrito pelo fon1ecedor (N ew England 
Biolabs ), padronizado por Costa (1992): 1 litro do meio LB estéril (1 % de 
bactotriptona, 0,5% de extrato de leved1u-a, 0,5% de NaCl, 0,2% de 
glicose, pH 7 ,5), contendo 1 00�tg/1111 de ampicilina e 12,5 µg/ml de 
tetraciclina, foi inoculado com 10ml de uma cultura crescida por 14 horas 
no mesmo meio a 37ºC, incubado com boa aeração (num agitador 
Superolnn G-25 a 200qJm) até A6Q0 = 0,5 (aproximadamente 2xl 08

cels/ml). Neste ponto, foi retirado hnl da cuhura e preparado para SDS­
p AGE, da seguinte maneira: centrifugou-se por 2 min mm1a 
microcentrífuga Incibrás; desprezou-se o sobrenadante, ressuspendendo o 
precipitado em 50µ1 de água deionizada + 25µ1 de tampão de amostra 
STOP (187111.M de Tris-HCl, pH 6,8, 12% de SDS, 6111M de EDTA, 27,6% 
de glicerol, 0,001 % de azul de bromofenol); posterionnente a amostra foi 
fervida por 5 111.in e rotulada como II células não induzidas 11• 

À cultura remanescente foi adicionado IPTG para O ,3mM, mantendo 
a incubação por mais 2 horas. Ao final deste intervalo, foi retirado 1ml e 
preparado para SDS-P AGE, como descrito acima, e a amostra rotulada 
como II células induzidas 11• Resfriou-se a cultlu-a em banho de água e gelo 
por 3 O min., centrifugando a 4000 x g por 15 min. a 4 ºC em uma centrífuga 
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SORV ALL RC5C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em 20ml de tampão de lise (101111\11 de fosfato de sódio, pH 

7,0, 30111M de NaCl, 0,25% de Tween-20, l0mM de 2-mercaptoetanol, 
l0mM de EDTA, l0mM de EGTA), aos quais foram adicionados, 

imediatamente antes do uso, 1 0mM de DTT e inibidores de proteases: 

0,5mM de PMSF, 20µg/ml de aprotinina e 11111\11 de benzamidina. As 

células foram lisadas, em gelo, por ultrasonicação (15 pulsos de 3 O seg), 

em um aparelho Virsonic Cell Disrupt modelo 150, com 60 ciclos, utilizado 
na intensidade 60. Retirou-se amostra de 5 O µl, acrescentando 5 O µ1 ele água 

de.ionizada, l0mM de DTT e 50�d de STOP, fervendo-a por 5 min para 

SDS-PAGE ("lisado total"). 
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plH902 polylinker 

1 Sac 17 rKpn 17 

polylinker 

plH902 

N 61OOpb 
Ampr 

malE ... TCG AGC TCG GTA CCA AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC GCG GCG 

1 stul7 fEcoRJ7 rBarnHl7 rXbal7 rsa117 1 PsU7 rHindlll 7
ATC GAG GGT AGG CCT GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG lacZa. 

lle Glu Gly Arg (Pro) 
X Factor Xa clcavagc site 

'-......_ (aílcr cloning into Stul) 

l<'igura J. Diagrama esquemático cio velor de expressão pll-1902 e seu "polylinkcr". 
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Após a ultrasonicação, centrifugou-se o lisado a 15000 x g por 30 
min. Coletou-se o sobrenadante ("S 1 "), retirando amostra de 50µ1, que foi 
preparada para SDS-P AGE, como descrito acima, sendo o precipitado 
("PI") ressuspendido no volume original em tampão de lise com 1 0mM de 
DTT e inibidores, e preparada amostra para SDS-P AGE. 

II.2. PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA DE FUSÃO POR
CRO�IATOGRAFIA DE AFINIDADE

A uma coluna de vidro, 2,5 X 10cm, contendo 20ml de resina de 
amilose, equilibrada em tampão de coluna (1 0m.M de fosfato de sódio, 
pH 7,0, 500mM de NaCI, lmM de EGTA e 0,2 mM de NaN3), foi 
adicionado o sobrenadante da expressão (S 1 ), à temperat1.U"a ambiente. 
Fonu11 coletadas frações de 2ml, e observado o perfil cromatográfico, 
medindo A280 em espectrofotômetro HITACHI U2000. A coluna foi lavada 
com 60ml de tampão de cohma contendo 0,25% de Tween-20 e com 100ml 
do mesmo tampão sem o detergente. 

A eluição foi procedida com 15mM de maltose em tampão de 
cohma, contendo 1 0mM de DTT, coletando frações de 2ml. Essas frações 
foram coletadas até A280 = 0,00, significando que toda a proteína de fusão 
foi eluída. 
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I�squcma d,1 Expressão e Purificação da Proteína de Fusão 

10ml LB/Amp(100�ig/ml);Tctr(l2,5µg/ml);Glicose(0,2%) pH 7,5 37ºC ,_, 14h 

11 LB/Amp(l00µg/ml);Tetr(l2,5�tg/ml);Glicose(0,2%) pl-I 7,5 37ºC 

l
SDS-PAGE

( cél. não induzidas)
00600nm = 0.5 

adicionar IPTG para 0.3mM 

l
SDS-PAGE

(cél. inuuzidas) 2h 37ºC 

resfriar em banho de gelo ~ 30 min. 

_J 
centrifugar a 4.000 x g por 15 min. 

1 
+ 

s t 
descartar 

l 
ressuspender em 20ml de tampão de Iise (fosfato 1 0nu\tl pl-I 7, O/ 
NaCI 30mM/Tween-20 0,25%/2-mercaptoetanol I 0m.M/DTT 1 0m.M/ 
EGTA l0nu\tl/ aprotinina 20�tg/ml/bcnzamidina lmM/PMSF 0,5111.M 

lise por ultrasonicação SDS-P AGE (lisado total) 

l 
centrifugar a 15.000 x g por 30 min. 

1 t.. 
S P SDS-PAGE 

l 
COLUNA DE AMILOSE cquil. cm tampão fosfato 1 0mivl pl-I 7,0/ 
NaCI 0,SM/2-mcrcaptoetanol 1 0mM/EGT A 1 mM 

lavar com 3 vol. tampão de coluna/Tween-20 0,25% 

. i 
lavar com 5 vol. tampão de coluna sem Twcen-20 

eluir com tampão de coluna/maltose 15mM/DTT 1 0mM 

t 
SDS-PAGE 
DO2sonm 
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II.3. CLIVAGEM DA PROTEÍNA DE FUSÃO

A proteína de fusão, após purificação, foi dialisada contra 20mM de 

Tris-HCl, pH 8,0, 250mM de NaCl, 2mM de CaCl2, l0mM de DTT, 

preparando-a para posterior clivagem com o fator Xa de coagulação 

bovina. A dosagem da proteína de fusão foi realizada 3 vezes, observando 

que a mesma estava muna concentração de 0,087mM. Para clivagem, 

utilizou-se o fator Xa da N ew England Biolabs 1 mg/1111, na concentTação de 

0,017mM. 

Digeriu-se a proteína de fusão (PLM- pescoço) com o fator Xa numa 

razão molar enzima:substrato de 1 : 100 a 25ºC, durante 90 min. A reação 

foi interrompida com 0,5 volume de tampão STOP, sendo o resultado 

analisado por SDS-PAGE, 15%. 

II.4. CARACTERIZAÇÃO DA PROTEÍNA DE FUSÃO

II.4.1. "Overlay" com Calmodulina-biotinilada (CaM-biotina)

Após SDS-PAGE-10%, a proteína de fusão foi transferida por 

eletroforese para o filtro de nitrocelulose, seguindo o método de Towbin et 

al., 1979. Incubou-se por 2 horas com 5% de leite desnatado em 50mM de 

Tris-HCl, pH 7,5, 0,2M de 'NaCl, 0,5m1vI de CaCl2, 5mM de MgCl2 
(TBS-CaMg), para bloquear sítios inespecíficos. Após remoção desta 

solução, foi adicionado 1 µg/mg de CaM-biotina no mesmo tampão (TBS­

CaMg), deixando incubar por 2 horas a 25ºC. Removeu-se a CaM-biotina 

lavando 2 x 10 min. com TBS-CaMg contendo 0,05% de Tween-20. O 

filtro foi incubado com 1 :2000 de estreptavidina- fosfatase alcalina em 

TBS-CaMg por 30 min, na proporção 1:2000. Lavou-se 3 x 15 min. com 

TBS-CaMg e 1 x 15 min com l00mM de Tris-HCl, pH 9,5, l00mM de 

NaCl, 5mM de MgCl2, 0,5m.M de CaCI2. A revelação foi efetuada 

incubando o filtro, durante 30 min, com 0,33mg/ml de NBT e 0,165mg/ml 

de BCIP no tampão acima. 

Para o ensaio sem Ca2+ foi realizado o procedimento com as mesmas 

soluções, exceto que o CaC12 foi substituído por lmM de EGTA. 
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II.4.2. Precipitação da Proteína de Fusão com CalVI acoplada a

Sepharose-4B

Incubou-se a proteína de fusão, dialisada contra 50rnM de Tris-HCl, 
pH 7 ,5, 1 0mM de DTT, à temperat11ra ambiente por 3 horas, com 5 O µl de 
resina cahnodulina-sepharose 4B (CAC), preparada de acordo com o 
protocolo descrito pela Phannacia. A reação foi realizada sob quatro 
condições: com lmM de EGTA; com lmM de EGTA e 200mM de NaCl; 
com lmM de Ca2+ livre; e com lrnM de Ca2+ livre e 200111M de NaCl. 

Após o período de incubação retirou-se amostra da misnu-a total para 
SDS-PAGE e, em seguida, centrifugou-se por 30 seg numa 
microcentrífuga, recolhendo o sobrenadante e preparando-o para SDS­
p AGE. O precipitado foi lavado 3 vezes com o tampão usado na diálise 
acima, numa das 4 condições de incubação, ressuspendendo-o no mesmo 
tampão, sendo posterionnente preparado para SDS-P AGE. O resultado foi 
analisado em gel de poliacrilamida-10%. 
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II.4.3. Recaptação do Complexo da Proteína de Fusão com

'' lVIa gnes p h eres ''

Incubou-se a proteína de fusão (ítem II.4.2), por 3 horas à 

temperahu-a ambiente, com 20�Lg/ml de calm9dulina-biotinilada, 200mM de 

NaCl, l0mM de DTT e 1mM de EGTA. Foram adicionados 200µ1 de 

esferas magnéticas contendo estreptavidina acoplada ("Magnespheres" -

PROivlEGA), lavadas previamente com o mesmo tampão da proteína de 

fusão, incubando por 2 horas à temperatura ambiente. Após o período de 

incubação, colocou-se o meio num campo magnético, por 3 min, 

propiciando a separação entre o sobrenadante e as esferas magnéticas. O 

sobrenadante foi recolhido e preparado para análise em gel de SDS-PAGE 

10%. O recaptado foi lavado 3 vezes e ressuspendido no tampão usado na 

diálise acima, sendo analisado em gel de SDS-PAGE 10%. O mesmo 

experimento foi realizado substituindo o EGTA do meio por lmM de Ca
2+

livre. 

17 



II.5. DOSAGEM DE PROTEÍNAS

Foi realizada a dosagem de proteínas de todas as frações coletadas 

dm·ante a cromatografia, a 280nm, utilizando um espectrofotômetro 

BIT ACHI U2000. A concentração de proteína nas frações eluídas foi 

determinada pelo método de Bradford (1976), com leitura a 595nm, sendo 

utilizada soroalbumina bovina (BSA) como padrão. A curva foi 

padronizada com as concentrações de O; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 

8,0; 9,0; 10,0; 11,0 e 12,0µg/ml. 

II.6. ELETROFORESE ElVI GEL DE POLIACRILAIVIIDA

Para análise do perfil proteico, eletroforese em gel de poliacrilamida 

foi realizada em condições desnaturantes ( com SDS), sendo utilizado o 

sistema tampão descontínuo descrito por Laemmli (1970) e Lae1mnli e 

Favre (1973) e o sistema de placas empregado por Studier (1973). 

Os mini-géis possuíam dimensões de 10 x 9 x 0,05cm, sendo 

utilizados nas concentrações de 10% ou 15%, ou gradientes de acrilamida: 

conterido um gel de empilhamento a 4% e um gel de separação de 5 a 16%. 

Os polipeptídeos foram corados por Coomassie Brilliant Blue R 

0,25% em metanol 50%, ácido acético 10% (Lae1mnli, 1970), por 20 min. 

A descoloração foi realizada com etanol 30% e ácido acético 10% e 

posterionnente com ácido acético 7%. 

Foram usados os sef,11.Üntes padrões: cadeia pesada da miosina de 

músculo de coelho (200kDa), f3-galactosidase de E. coli (116kDa), 

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

ovoalbmnina ( 45kDa) e anidrase carbônica ele eritrócito bovino (29kDa). 
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II.7. "WESTERN-BLOT"

Polipeptídeos separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 

com SDS foram transferidos para filtros de nitrocelulbse (Towbin, 1979). 

Inicialmente, o gel foi lavado com tampão de eletro-blot (25mM de tris­

HCI, pH 8,3, 192111.M de glicina e 20% de metanol). Foi montado o 

seguinte "sanduíche", após a lavagem: 

- suporte plástico;

- esponja "scotch-brite";

- duas camadas de papel de filtro;

- ael·
b '

- filtro de nitrocelulose;

- duas camadas de papel de filtro;

- esponja "scotch-brite" e

- suporte plástico.

Este sanduíche foi colocado na cuba para transferência, com o filtro

de nitro celulose posicionado no lado do ano do. 

Foi aplicada uma diferença de potencial de 30V por 2 horas. Após a 

transferência, o filtro de nitrocelulose foi corado com Ponceau S 0,5% em 

ácido tricloroacético 3 % por 5 min, e posteriormente lavada com água 

deionizada. 
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RESULTADOS 
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III. RESULTADOS

III.l. EXPRESSÃO DO DOMÍNIO PESCOÇO EM FUSÃO COM A
PLM

A figma 4 demonstra o perfil eletroforético da expressão em E. coli

da proteína de fusão PLM-pescoço. 

200� 

O 1 2 3 4 5 

* 

_._ ............ 
, 

Fi6'Ura 4. Expressão ela proteína uc fusão PLM-pc.scoço. - Gel de poliacrilamida 10% 
corado com Coomassie blue mostrando etapas da expressão da proteína de fusão. As raias contêm: 
marcadores de peso molecular (O); células nã.o induzidas (l); células induzidas (2); células após 
ultrasonicação (3); Sl - sobrenadante após lisc e centrifugação (4); P l - precipitado após lise e 
centrif1.1gação (5). * - indica a proteína ele fusão, nas raias 2-5. 
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Foi observado na figura 4, quando comparou-se o homogeneizado 
das células não induzidas com as cél�llas induzidas que obteve-se um bom 

nível de expressão. A proteína de füsão possui em seu N-tenninal a PLM e 
no C-tenninal o domínio pescoço da mio sina-V, seguido do :fragmento a da 
B-galactosidase, apresentando um peso molecular aproximado de 62k.Da.
Observa-se tm1 bom 1úvel de expressão da proteína de fusão após indução e
que não houve expressão antes da adição de IPTG. A amostra para SDS­

p AGE das células lisadas foi diluída com 1 vol, portanto aparece menos
concentrada no gel, mostrando assim menos proteínas que o sobrenadante
final (S 1 ). A análise das amostras do sobrenadante e precipitado da
expressão após a indução, mostra que nestas condições houve razoável
solubilização da proteína de fusão.
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III.2. PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA DE FUSÃO POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A purificação da proteína de fusão foi realizada à temperatura 

ambiente por cromato.grafia de afinidade em uma coluna de amilose, 

verificando uma ligação da proteína à resina. Utilizou-se o sobrenadante 

(S 1) obtido após expressão. A figura 5 mostra o perfil eletroforético de 

amostras obtidas durante o processo de purificação da proteína de fusão. A 

análise das frações coletadas da coluna, pela leitura a 280nm, é montrada 

na figura 6. 

O 1 2 6 7 8 q 10 11 12 

► 

◄ 

Figura 5. Purificação da proteína de fusão PLM-pcscoço. - Gel de poliacrilamida 10% 

corado com Coomassie blue mostrando frações cluídas da coluna de amilosc durante purificação da 

proteína de fusão. As raias contêm: marcadores de peso molecular (O); raias l a 12, eluição da proteína 

de fusã.o com maltose l 5mM .. * indica proteína de fusão PLM-pescoço. A seta localizada à direita 

indica provavelmente a PLM (liberada após degradação da proteína de fusão durante os procedimentos 

de lise e purificação). 
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Figurn 6. Lcilura a 28011111 das frações oblidas da cromalografia cm coluna de amilosc. 
"Flow through indica indica frações coletadas após aplicação da amostra, sobrenadante da expressão. 
A lavagem indica as frações coletadas após aplicação do tampão de coluna com ou sem tween-20. As 
últimas frações se referem à cluição da proteína de fusão com mallosc 15mM. 
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Um fato observado durante a análise dos experimentos foi a grande 

tendência da proteína expressa agTegar-se, principalmente após 

congelamento, retendo-se nos poços do gel de SDS-P AGE. Desta fom1a, a 

fim de obter maior rendimento, a cromatografia passou a ser realizada 
imediatamente após a expressão. Uma melhor solubilização ela proteína 

expressa foi possível após adição de DTT até 1 OrnM e calmoclulina até 

lOµg/ml, minimizando agregação e consequente precipitação, confonne 
demonstrado na figma 7. 

.... 

.... 

.... 

.... 

.... 

.... 

.... 

O 1 2 3 4 

I1'igurn 7. Teste de solubilização da proteína de fusão. - Amostras da proteína de füsão 

foram sujeitas a SDS-PAGE 10%. observando as seguintes condições: proteína de fusão com 

lµl/ml de 2-mcrcaptoetanol (1): com lüm.M de DTT (2); com .lüm.M de DTT e lOOµg/ml de Ca.
M 
(3); 

com 10111.M de DTT, lOO�tg/ml de CaM e O,lµM de cálcio livre. (4). * indica a proteína de fusão e as 

setas à direita indicam a Ca.M, com diferença de migração devido ausência (3) e presença (4) de Ca
2+ 

livre. "O" e setas à esquerda indicam marcadores ele peso molecular. 
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III.3. CLIVAGEM DA PROTEÍNA DE FUSÃO

Algumas proteínas eucarióticas têm sido eficientemente produzidas 

como híbridos após fusão de seus genes com sequências que codificam 

genes de E.coli. Entretanto, proteínas híbridas não podem ser usadas em 

alguns estudos funcionais, a menos que a sequência proteica estudada 

possa ser liberada por clivagem específica. 

O fator Xa é específico para o tetrapeptídeo Ile-Glu-Gly-Arg(Pro ), 

que é raro em sequências proteicas, reconhecendo-o e clivando-o entre os 

aminoácidos Gly-Arg(Pro ), que está presente nesta construção entre a PLM 

e o, pescoço-cxB gal. 

A proteína de fusfio, após purificação na coluna de amilosc, foi 

clivada pelo fator Xa conforme Nagai e Thogersen, 1984, liberando a PLM 

e o fragmento pescoço-cxB gal. A PLivl liberada migrou como um 

polipeptídeo de 45k, como esperado. O domínio pescoço, ainda em f11são 

na região C-ten11inal, com o fragmento ex da B-galactosidase, migrou na 

região de 30k (figura 8). Foi necessária a adição de l0mM de DTT para 

diminuir a agregação tanto da proteína de fusão quanto do domínio pescoço 

liberado após a clivagem. 
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Figura 8 -Clivagem da proteína de fu�ão com fator Xa - Gel de poliacrilamida 10% com 
SDS contendo: 0.087mM da proteína de fusã.o sem DTT (l): 0,087mM de proteína de fusão com 

l0mM de DTT (2): clivagem contendo l0mM de DTT (3);clivagem contendo lümM de DTT e 25µ 

g/ml de CaM (4); clivagem contendo lümM de DTT e 50µg/ml de CaM (5).(0) indica os marcadores 

de peso molecular.* - Indica proteína de fusão, Â - PLM, ■ - pescoço-af3gal e seta a direita indica 

Ca.M. 
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III.4. CARACTERIZAÇÃO DA PROTEÍNA DE FUSÃO

A caracterização imunológica do domínio pescoço expresso ficou 
impossibilitada neste trabalho, pois este domínio apresentou antigenicidade 
notavelmente baixa em coelhos, não tendo êxito na obtenção de anticorpos. 

A análise da sequência do donúnio pescoço utilizando o programa 
PC/GENE, pelo método de Hopp e '0/ oods, onde são comparados os 
pontos de hidrofobicidade dos seis "motivos IQ" com um grupo de 

proteínas controle, demonstrou que neste domínio somente a sequência 
cmTespondente aos resíduos 904 a 909 (Lys-Arg-Glu-Leu-Lys-Lys) possui 
potencial para antigenici�acle (I-Iarlow e Lane, 1988). 

III.4.1. "Overlay" com Calmodulina-biotinilada (CaM-biotina)

Pai·a caracterização da ligação da proteína de füsão expressa à CaM 
foi utilizada CaM-biotinilada (GIBCO BRL) como sonda, procedendo a 
revelção com estreptavidina-fosfatase alcalina (GIBCO BRL), como 
descrito no ítem II.4.1 (ver Materiais e Métodos). Observou-se ligação, na 
ausência e presença de ca2+, da proteína de fusão expressa (:figura 9). Para 
confirmar que a ligação estava ocorrendo entre a CaM-biotinilada e o 
domínio pescoço da proteína de fusão e não com a PLM foi realizado um 
experimento controle com a PLM expressa sem fusão, onde após "overlay" 
nenhuma marcação foi detectada. Este resultado está de acordo com os 
dados apresentados por Espreafico e colaboradores (1992), em ensaios de 
"overlay" em gel, mostrando interação da proteína de fusão correspondente 

d r • i2sl C M ,.. • d C i+ ao 011111110 pescoço, com - a , na ausencrn e presença e a . 
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Figura 9 - "\Vcstcrn-hlot" com CaM-l>iotinilada - "Overlay" das amostras purificadas da 

proteína ele fusão (1) e PLM como controlc(2) foram separadas por SDS-PAGE (gel a 10%), seguida de 

'\vestem blot". Os filtros foram incubados com CaM-biotinilada na ausência (A) ou na presença de 

Ca
2+ 

(B) e revelados. após incubação com cstrcptavidina conjugada à fosfalase alcalina. utilizando os

substratos NBT e BCIP. As flechas indicam a posição da proteína de fusão e as pontas de :flecha, 

indicam a posição esperada da PLM. Os asteriscos indicam os poços do gel (mostrando agregados da 

proteína de fusão que não entraram no gel). 
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III.4.2. Precipitação da Proteína de Fusão com CaM acoplada a

Sepharose-4B

Para verificar a ligação da CaM à proteína de fusão, conservando o 

estado nativo, foi realizado o ensaio dos componentes em solução 

utilizando CaM acoplada à resina de Sepharose-4B (CAC), sendo 

observado o efeito do cálcio e NaCl sobre esta interação. Uma interação 

ligeiramente maior foi identificada entre a proteína de fusão e a CaM 

acoplada à resina na presença de Ca
2+ 

(figura 1 O). Com o aumento da força

iônica, a interação CaM-proteína de fusão toma-se maior, mostrando-se 

mais efetiva na presença de Ca
2+

. Na amostra total, a proteína de f11são 

enco 1tra-se ma1s diluída, sendo concentrada após precipitação, 

demonstrada na amostra "P". 
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Figura 10 - Precipitação com CaM-"Scpharo�c-4B" - Gel de poliacrilamida-SDS 10% 

contendo: total da mistura, proteína de fusã.o, CaM-rcsina (T), precipitado proteína de fusão-CaM­

resina (P) e sobrenadante (S). Marcadores de peso molecular - (0). PF - indica proteína de fusão. 

30 



III.4.3. Recaptação do Complexo da Proteína de Fusão com

"lVIagnespheres"

Incubou-se a proteína de fusão previamente com calmodulina 

biotinilada e posteriormente com estreptavidina acoplada a esferas 

magnéticas. O resultado, após análise em SDS-PAGE, mostrou que o 

complexo CaM biotinilada - proteína de fusão foi detectado no recaptado, 

tanto na ausência quanto na presença de Ca
2+ 

(figura ] 1 ). A amostra total

apresenta marcação menos intensa que o recaptado, pois a amostra total 

encontra-se mais diluída. 
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Figura 11 - Recaptação llo complexo da proteína de fm,ão com "Magncsphcrcs" - Gel de 

poliacrilamida-SDS 10% contendo: total da mistura - proteína de füsão-CaM biolinilada-estreptavidina 

acoplada às esferas magnéticas (T), recaptado (R) e sobrenadante (S). Marcadores de peso molecular -

(O). PF - indica proteína de fusão. 
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IV. DISCUSSÃO

Neste trabalho demonstrou-se que a expressão em bactéria do 

domínio pescoço da miosina-V resulta na obtenção de quantidade 

adequada de proteína após purificação por cromatografia de afinidade, com 

as propriedades de ligar CaM na presença e ausência de Ca2+ 
como na

proteína nativa. Portanto, abre-se a possibilidade de obtenção das 

características físico-químicas do domínio pescoço. 

Pode-se observar, comparando as amostras de células 
induzidas e não induzidas, que foi obtido um alto nível de expressão depois 

da adição do IPTG (figura 4 ). Analisando as amostras do sobrenadante e 

do precipitado, observa-se que nestas condições houve solubilização da 
proteína de fusão. 

A expressão do domínio pescoço inicialmente foi testada 

utilizando a linhagem de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformada com os 

vetores de expressão pET-3d e pET-1 ld (Sambrook et al., 1989); ambos 

contendo o fragmento Hl 1, sem fusão com a PLM. Em SDS-PAGE não foi 
detectada expressão, isso se deve, talvez, por tratar-se de um peptídeo de 

20kDa, pois o mesmo poderia ter sido degradado pelas proteases da 
bactéria, não sendo assim detectado. McNally et al., em 1991, demonstrou 
que fragmentos de miosinas, expressos em bactérias, são mais susceptíveis 

à agregação e degradação, por isso foram expressos como proteínas de 

fusão, para assim obter-se níveis mais elevados de proteínas, com 
estabilidade aumentada (se a proteína de interesse for pequena) e facilidade 

de purificação (N agai e Tho gersen, 19 84). 

Além da adição dos inibidores de proteases ao tampão de lise, 

utilizou-se também EGTA, para inibir proteases que utilizam o Ca
2+ 

como 

cofator. Após a lise foi utilizado 2-mercaptoetanol para impedir a fonnação 

de pontes dissulfeto inter e intra.cadeia. Mesmo assim, não foi possível 

conseguir uma boa solubilização e a proteína de fusão ainda continuou 

agregada. Conseguiu-se diminuir o problema somente após adição de 

lümM de DTT (figura 7), mantida durante toda a expressão, e de CaM, 

após a lise por ultrasonicação. 

Umas das possíveis causas da agregação do domínio pescoço é a 

característica altamente básica elos "motivos IQ". Sabe-se que os resíduos 

de lisinas do colágeno podem sofrer deaminação e oxidação pela ação de 
lisil-oxidase e oxigênio molecular que converte os resíduos de lisina em 
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alisina. Posterionnente, ligações cruzadas podem formar-se por condesação 
aldólica, mna reação não enzimática. Os resíduos imidazólicos das 
histidinas também participam na formação de ligações cruzadas (Smith et 
al., 1985), propiciando assim a agregação, que pode ser impedida pela ação 
do DTT ligando com o oxigênio do meio. Sabe-se também que, com a 
adição de CaM, são formadas "ligações II entre a mesma e os resíduos 
básicos do domínio pescoço (Xie et al., 1994 ), estabilizando as interações 
entre estes resíduos básicos do "motivo-IQ". 

Após a clivagem da proteína híbrida com o fator Xa de coagulação 
bovina (Nagai e Thogersen, 1984), foi liberado um peptídeo, 
c01Tespondente ao domínio pescoço da rniosina-V de cérebro de galinha, 
que em SDS-PAGE migrou como uma proteína de peso molecular de 
aproxidamente 30k (figura 8), quando deveria ter sido de 22k. É impmtante 
salientar que o domínio pescoço possui o peso molecular de 20k, contendo, 
na extremidade C-terminal, o fragmento a da f3-galactosidase com peso 
molecular de 2k. 

N ofa-se também a infiuência do DTT, diminuindo a agregação da 
proteína expressa, mesmo após a clivagem. Acredita-se que a agregação 
não seja devido a interações entre o domínio pescoço e a PLM, pois em 
SDS-PAGE a PLM sozinha não apresenta agregação, entrando totalmente 
no gel de poliacrilamida. 

Esi11dos anteriores ele ligação de CaM ao domínio pescoço levaram à 
evidência que a miosina-V ten� afinidade à CaM, na ausência ou presença 
de ca2+ livre, ou ligeiramente maior na ausência do mesmo (Espreafico et 
al., 1992). Devido às propriedades ligantes de CaM da miosina-V diferirem 
da maioria das proteúias ligantes de CaM, há interesse em identificar e 
caracterizar este domínio da proteína que interage com CaM. Ensaios de 
"overlay" com calmodulina biotinilada e precipitações com CaM­
Sepharose 4B e com o complexo CaM-biotina-estreptavidina­
"magnespheres" foram usados para caracterizar a propriedade ligante de 
CaM do domínio pescoço da miosina-V (figuras 9, 1 O e 11) sendo 
importante observar que o aumento da força iônica acentua a interação na 
presença de Ca2+ (figura 1 O). Acredita-se que aumentando a força iônica, 
aumenta-se as interações hidrofóbicas entre os resíduos do donúnio 
pescoço e da calmodulina (Haiech et al., 1981 ). Experimentos usando 
Ressonância Magnética Nuclear (NMR) de 1

1-I e 113Cd que comparam os 
efeitos dos íons Mg2+ sobre a função da calmodulina, mostram que Mg2+

inibe a formação do complexo ativo 4Ca2+ -CaM, e apenas a ligação do 
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ca2+, no domínio N-tenninal da CaM, regula a atividade da proteína 
(Chem1g, 1984; Ohki et al., 1993) 

O "motivo IQ" das proteínas-alvo de CaM está frequentemente 
associado com a propriedade não usual de ligar CaM na ausência de ca2+. 
A calmodulina liga-se à miosina-V e pennanece associada durante 
cromatografia de filtração em gel, na presença de Ca2+ ou EGTA (Larson et 
al., 1988). Em alguns casos, Ca2+ age liberando a CaM desses sítios 
(Andreasen et al., 1983; Collins et al., 1990; Swanljung-Collins e Collins, 
1991 ), que é exatamente o oposto esperado para um sítio convencional 
ligante de cahnodulina dependente de Ca2+

. Experimentos com outra 
miosina da classe V, IVIyo2p de levedura, evidenciam que o Ca2+ induz a 
liberação de calmodulinas da região pescoço da proteína (Brocherhoff et 
al., 1994). 

Uma questão intrigante é saber porque Myo-V contém seis 
"motivos- IQ". Recentemente, foi sugerido que as miosinas, que ligam 
CaM, devem ter como função geral o transporte de calmodulina para 
localizações subcelulares específicas (Porter et al., 1993). Experimentos 
com Myo2p (Brockerhoff et al., 1994) sugerem que a calniodulina participa 
no crescimento polarizado da levedura por interação direta com esta 
miosina. Assim, a Myo2p e CaM são necessárias para o crescimento 
polarizado em leveduras (Davis et al., 1986; Jolmston et al., 1991), 
localizando:..se nos sítios germinantes durante o ciclo celular (Brockerhoff 
et al., 1994) 

A elucidação dos fatores estruturais responsáveis pela habilidade da 
calmodulina modular a atividade de proteínas-alvo tem sido possível graças 
ao conhecimento das estruturas tri-dimensionais destas proteínas (Meador 
et al., 1992; Rayment et al., 1993). Calmodulina, apesar de ser uma 
proteína ácida, contém vários resíduos hidrofóbicos que ficam expostos 
após ligação do Ca2

+ (Erickson-Viitanen e DeGrado, 1987; O'Neil e 
DeGrado, 1990). O domínio pescoço da miosina-V contém 
aproximadamente 4 7% de resíduos hidrofóbicos e 30% de básicos� 
seguindo o padrão geral de peptídeos ligantes de CaM e cadeias leves, que 
são básicos com ex-hélices anfifilicas. Estudos com NMR, determinando a 
estrut1.u-a quaternária do complexo Ca2+-CaM-peptídeo M13, o qual 
c01Tespondente ao domínio ligante de calmodulina da quinase de cadeia 
leve de miosina-Il de músculo esquelético (Ikura et al., 1992) mostraram 
que o peptídeo liga CaM muna conformação em a-hélice. A CaM, em 
solução, assmne uma estruhu-a em forma de "duplo-sino", com quebra da 
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hélice central, formalido um bolso predominantemente hidrofóbico, à 
medida que se aproxima do peptídeo-alvo (Crivici e Ikura, 1995). A 
ligação ocmTe de maneira anti-paralela. Segundo Xie e colaboradores, 
1994, entre a cadeia pesada do fragmento cabeça de míosina-II de molusco 
de concha e as cadeias leves há 413 contatos, sendo que destes 9% são 
ligações de hidrogênio e 88% são interações de van der Waals. A cadeia 
pesada é altainente hidrofóbica, possuindo 3 resíduos ácidos que não estão 
envolvidos em ligações com a cadeia leve. Em contraste 7 a 16 resíduos 
básicos fazem ligações de hidrogênio ou ligações salinas com as cadeias 
leves 

Torna-se com isto interessante o conhecimento da estrutura tri­
dimensional do complexo CaM e/ou cadeias leves-pescoço da miosina-V, 
nà presença ou ausência de ca2+, para poden11os elucidar questões como 
estas que constai1temente vão surgindo: qual será a nat1u-eza, real 
localização e papel das cadeias-leves/calmodulinas? Qual será o papel do 
Ca2+ no complexo CaM-pescoço? Quais dos "motivos IQ" ligam 
calmodulina e/ou cadeias leves? Ou seja, qual será a real estequiometria? 
Estas e outras perguntas serão solucionadas em estudos ftüuros, com o uso 
de técnicas combinadas de biologia molecular, biofisica e bioquímica, para 
definir o papel da CaM, cadeias leves e Ca2+ na regulação das funções da 
miosina-V, contribuindo para o estudo do movimento dirigido, uma 
característica essencial dos org�nismos vivos. 
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''. SUMÁRIO 

Miosina-V é uma miosina ligante de calmodulina não 
convencional enriquecida em cérebro.que está provavehnente envolvida no 
transporte de vesículas em neurônios e células gliais. Análise bioquímica e 
estrutural mostrou que esta miosina é composta por 3 grandes domínios: 
um domínio cabeça-motor, mna região pescoço e uma cauda com regiões 
em "coiled-coil" e globulares. O domínio pescoço, entre os resíduos 7 65 e 
909, contém uma série de seis repetições impe1feitas de aproximadamente 
23 aminoácidos que são ricas em resíduos hidrofóbicos e básicos e 
apresentam a sequência concenso IQXXXRGXXXRXXY, denominada 
"motivo IQ". Estas repetições são similares ao sítio ligante de calmodulina 
da neuromodulina e as repetições presentes na junção cabeça-cauda da 
miosina-1 de borda em escova. Ambas as proteínas e miosina-V ligam 
cahnodulina de maneira independente de Ca2+ 

• .  O "motivo-I Q" também está 
presente em todas as outras miosinas conhecidas, na região correspondente 
aos sítios ligantes de cadeias leves. Recentemente, as estruturas 1.Ti­
diinensionais da região ligante de cadeias leves da miosina-II de músculo 
esquelético de galiitl1a e de molusco de concha foram resolvidas, 
demonstrando que o "motivo-IQ" é o sítio de ligação das cadeias leves 
essencial e regulatória. 

O presente trabalho resultou na expressão em E. coli do domínio 
pescoço em fusão com a proteína ligante de maltose e sua purificação 
através de cromato ,grafia de afinidade, utilizando uma resina de CaM 
acoplada à sepharose 4B. Observou-se ligação da proteína de fusão à 
cahnoduliiia na ausência e presença de Ca2+·.Entretanto, uma ligação mais 
fmte oc01Teu na presença de Ca2+ e alta força iônica. A ligação com ou sem 
Ca2+ foi confirmada usando os ensáios de "overlay" com CaM-biotinilada 
como mna sonda e estreptavidina conjugada a fosfatase alcalina como 
sistema de detecção. Também o complexo formado entre o pescoço 
expresso e a calmoduliirn biotinilada em solução foi capturada por esferas 
magnéticas ligadas a estreptavidina na presença e ausência de Ca2+. Foi 
possível clivar a proteína de fusão, utilizando o fator Xa de coagulação 
boviI10, liberando o domínio pescoço livre da PLM. 
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VI.SUMMARY

Myosin-V is a member of a novel structural class of unconventional 
myosins. This protein was first identified as a calmodulin-binding protein 
abundantly expressed in brain tissue and seems to play a role in the 
vectorial transport of vesicles in neurons and glial cells. Biochemical and 
st1ucttu-al analysis has shown that 111y9sin-V has three principal domains: a 
motor domain (head), a neck dornain and a tail domain with coiled-coil and 
globular regions. The neck domain (aa 765-909) contains six copies of the 
consensus sequence lmown as the I Q-motif which has the pattern 
IQxxxRGxxxRxxY . These repeats are similar to the calmodulin binding 
site of neuromodulin, and to the repeats present in the head-tail junction of 
brush border myosin-I. Both of these proteins and myosin-V have been 
shown to bind cahnodulin in a Ca2+-independent manner. This sequence is 
also present in all other myosins, in the region co1Tesponding to the light 
chain binding sites. Recently, studies on the structure of the regulatory 
domains of chicken skeletal and scallop myosins-II demonstrated that the 
IQ motif is pmt of the binding site for the essential and regulatory light 
chains. 

This work presents the expression in E. coli of the neck domain in 
fusion with maltose binding protein and purification by affinity 
chromatograpfy, allowing for the obtention of sufficient ammmts of protein 
to characterize its binding to calmodulin. U sing � resin of cahnodulin 
conjugated to Sepharose 4B, we observed binding of the fusion protein to 
cahnodulin in the absence or presence of Ca2+. However a stronger binding 
ocmTed in the presence of Ca2+ m1d high ionic strength. This interaction 
with or without Ca2+ was confinned by overlay assays using biotinylated 
CaM as a probe and streptavidin conjugated to alkaline-phosphatase as a 
detection system. Also, the complex fonned between the expressed neck 
and biotinylated CaM in solution was captured by streptavidin coated 
magnetic beads in the presence and absence of Ca2+. It was possible to 
cleave the fusion protein, using the bovine plasma factor Xa, liberating the 
neck domain. 
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