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ABREVIATURAS UTILIZADAS

ofgal - fragmento o da 3-galactosidase

ATP - adenosina 5'-trifostato

ATPase - adenosina trifosfatase
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INTRODUCAO



I. INTRODUCAO

Miosinas sdo proteinas motoras envolvidas em movimentos celulares
como por exemplo, contragdo muscular, transporte de organelas no
citoplasma e fagocitose (para revisdo consultar: Pollard, 1991;Hammer,
1991; Cheney e Mooseker, 1992). As miosinas musculares sdo moléculas
grandes contendo seis cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias pesadas,
de aproximadamente 200kDa, e quatro cadeias leves, em torno de 20kDa.
As cadeias pesadas consistem de duas cabegas globulares ligadas a uma
longa cauda em o-hélice dupla (“coiled coil”). O dominio “cabega” ¢é
altamente conservado, de aproximadamente 95kDa, e pode ligar actina,
hidrolisar ATP e translocar sobre os filamentos de actina. Na juncdo
cabeca-cauda ha um dominio regulatério (pescogo) associado nado-
covalentemente a cadeias leves globulares (Chaussepied et al., 1986). As
cadeias leves de miosinas musculares que apresentam similaridades
considerdveis de sequéncia e estrutura com a calmodulina.

Com as técnicas de clonagem molecular e sequenciamento de DNA,
ja se conhece a sequéncia de 50 miosinas, aproximadamente, divididas em
11 classes estruturais (Hammer, 1994; Cheney, 1993b; Cheney e
Mooseker, 1995). Previamente, as miosinas foram divididas em dois
grupos, de acordo com a diversidade funcional: convencional e ndo
convencional (Cheney e Mooseker, 1992), exemplificadas no diagrama 1.
A mais conhecida e caracterizada miosina convencional é a miosina-II da
contragdo muscular; encontrada em musculo esquelético, liso e cardiaco.
Miosinas ndo estdo, entretanto, limitadas a células musculares (Kom e
Hammer, 1988), nem a organismos superiores. Elas sdo encontradas em
muitas células e tecidos ndo-musculares (para revisdo consultar Hammer,
1994), como em leveduras, amebas, nematddios, plantas superiores, etc.
Uma proteina distinta estruturalmente e ligante de calmodulina (CaM),
presente em célula epitelial intestinal, ¢ uma miosina nido convencional
denominada miosina-I de borda em escova, BBMI (Collins e Borysenko,
1984; Pollard et al., 1991). NINA C, pertencente a classe III, ¢ uma
miosina ndo convencional encontrada em células fotoreceptoras de
Drosophila (Montell e Rubin, 1988; Matsumoto et al., 1987), cuja ligagdo
a CaM ¢ necessdria para fototransdugdo (Porter et al., 1993).

Uma miosina ndo convencional, classificada como miosina-V
(pertencente a classe V), foi identificada durante a investigagdo da



regulagdo da atividade ATPasica de uma fosfoproteina, ligante de
calmodulina, enriquecida em cérebro (Larson et al., 1988; Larson et al.,
1990; Espindola et al., 1992). Foi denominada p190, 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 distingdo entre a miosina-V e a miosina-II de
cérebro com base na imunoreatividade diferencial de anticorpos policlonais
gerados contra estas proteinas (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 expressdo AZAP (Espreafico
etal., 1992).

Comparando a sequéncia de aminoacidos da miosina- V com todas
as outras miosinas ja sequenciadas conclui-se que ela ¢ composta por trés
dominios (figura 1): cabega, pescogo e cauda, caracteristicos das miosinas.
O dominio cabega (dominio N-terminal) ¢ grandemente conservado e
contém os motivos do dominio motor das miosinas (os sitios ligantes de
ATP e actina). O dominio pescogo ¢ formado por seis sitios similares ao
sitio ligante de CalM da neuromodulina; assim, associa-se a CaM ou
cadeias leves relacionadas. A cauda ¢ formada por uma regido contendo
segmentos curtos de a-hélice dupla (“coiled coil”) alternados por
segmentos ndo o-hélice (um deles contém a sequéncia PEST, relacionada
com a digestdo por calpainas, Reichsteiner, 1990) e uma grande regido
globular no C-terminal, de fungdo desconhecida.

A microscopia eletrénica da miosina-V de cérebro de galinha
confirmou que, de fato, ela ¢ um dimero de cadeias pesadas, mas ndo forma
filamento. A mmunolocalizagdo, a nivel 6tico, em neurdnios e astrocitos tem
sugerido que ela encontra-se na regido do Golgi, ao longo dos
prolongamentos celulares e em suas extremidades. A imunodetec¢do em
“western blots” mostra que ela ndo é vastamente distribuida em todos os
tecidos: é uma proteina ricamente expressa em neurénios e é encontrada
também em certas células gliais, certos tecidos secretérios como o
péncreas endocrino, células enddcrinas do epitélio intestinal, ttero, ovario,
testiculo, adrenal e em certos linfécitos; mas ndo foi detectada em tecidos
musculares nem no figado (Espreafico et al., 1992).



A SUPER CLASSE DE MOTORES: MIOSINA

Classe
Classe I

Classe Y
N

Classe 1
Classe I

Classe I

Classe IV

Classe IU

AW -

CCOCCoN0NEEA0S0C0co?.

L

Propricdadces
Forma dimeros ¢ [ilamentos
bipolares; responsivel pela

contragdio muscular, requerida para
cilocinese ¢ "capping”"  in
Dictyostelinn.

Forma  dimeros  mas  nio
filamentos; o mulanle myo2 ¢
deliciente na  genninagdio,  lem
esqueleto de actina desorganizado
vesiculas acumuladas.

Forma mondmeros que  podem
"erosslink" com aclina; localizada
cin pequenas vesiculas, venlosas
lagocilicas, vacuolo cantractil ¢
com as cxtremidades  principais
das células em movimenlo.

LZm cstudo.

Forma mondémeros; liga [ilamentos
de aclina com a membrana
plasmalica nos microvilus.

[Zm cstudo.

Presente em células foloreceploras
de Drosophila; a forma de 174 kD
csld localizada  nos rabdémeros
onde pode (uncionar  cm
folotransducgdo.

Exemplos

MIL de misculo esquelético, MIL
de  musculo liso, MII ndo-
muscular,  Dictyostelium — MIL
(~200 kD)

Dilute de camundongo, pl190 de
cérebro de  galinha, MYO2 dc
levedura. (180-215 kD)

MIA s Mill3, MIC de
Acanthamoceha;  MIl3,  MID  de
Dictyostelium. (~125-140 kD)

MIA de Acanthamoeha, MILE dc
Dictyostelium. (~113 kD), MYO3
¢ MYOS de Saccharomyces ¢ o
gene myoA de Aspergillus.

BEMI, Ml de  cérebro/adrenal,
(~120 kD)

MI de alto peso moleeular de
Acanthamocebha (177 kD)

Nina C (174 ¢ 132 kD)

Diagrama 1. Esqucma das difcrentes classcs dc miosinas ¢ mostrado com os dominios cabcga
indicados pclas abcrturas ovais maiorcs ¢ as cadcias leves/CaM por aberluras ovais mecnorcs. M,
miosina. Adaplado de Chency ¢ Mooscker, 1992.



Figura 1. Modelo hipotético da estrutura da miosina-V, bascado na sequéncia de aminoacidos
¢ andlise de micrografias ecletronicas (Cheney et al., 1993: Espreafico et al., 1992). Os dominios ¢
subdominios sfo indicados: P - pescogo, C - cabega, CP - cauda proximal, CM - cauda medial ¢ CG -
cauda globular. CaM - representa as calmodulinas ¢ PEST - o sitio de reconhccimento pela calpaina.
Os numeros indicam as posi¢des estimadas dos aminodcidos na miosina-V de cérebro de galinha
(Larson, 1996).



1.1. DOMINIO PESCOCO DA MIGSIVA-Y

O dominio pescogo ¢ formado por seis potenciais sitios ligantes de
CaM (Espreafico et al., 1992), similares ao sitio ligante de calmodulina da
neuromodulina, fosfoproteina concentrada em cones de crescimento e
terminais sinapticos (Alexander et al., 1988); ou seja, seis repeti¢des
imperfeitas dispostas entre os residuos 765-909, sendo que a primeira
destas repeti¢des possui 42% de identidade com o sitio ligante de CaM da
neuromodulina. Cada uma destas sequéncias contém aproximadamente 23
residuos; destacando-se a sequéncia: IQxxxRGxxxRxxY (Cheney e
Mooseker, 1992; Xie et al., 1994), denominada “motivo 1Q” (figura 2)
onde x representa residuos predominantemente basicos e o residuo G ndo é
conservado na sequéncia de levedura, conforme descrito na figura 2. A
sequéncia acima ¢ altamente basica (29 Arg, 17 Lys, 5 His) e possui pl na
faixa de 12-13 (Cheney et al., 1991; Cheney e Mooseker, 1992). Estas
repetigdes foram reconhecidas no produto do gene Dilute de camundongo
(Mercer et al., 1991), MYO2 de Saccharomyces cerevisiae (Johnston et al.,
1991), MYO4 de Dictyostelium (Haarer et al., 1992)e MYAl de
Arabidopsis thaliana (Kinkema e Schiefelbein, 1993). Sdo também
semelhantes em posigdo e estrutura primdria as repetigdes presentes na
jungdo cabega-cauda da BBMI, regido responsavel por ligar CaM. Estdo
também presentes em todas as outras miosinas, como por exemplo nos dois
sitios ligantes de cadeias leves essenciais de uma das miosinas-II de
musculo cardiaco de rato (figura 2). Recentemente, a estrutura atdmica da
regido ligante de cadeias leves da miosina-II de molusco de concha foi
resolvida (Xie et al., 1994), demonstrando que esta sequéncia consenso ¢
fundamental para a interagdo com cadeias leves essencial e regulatoria.
Embora a miosina do molusco de concha seja regulada por calcio e suas
cadeias leves tenham homologia com a calmodulina, elas ndo apresentam
os dominios ligantes de calcio conservados, o sitio da cadeia regulatéria
liga Mg™ ou Ca®" e o sitio especifico para célcio é incomum, sendo
dependente da interagdo trimolecular entre as cadeias leves e a pesada.

Foram também resolvidas estruturas de complexos da calmodulina e
peptideos-alvos que ndo tém homologia com o “motivo IQ”: derivados da
quinase de cadeia leve das miosinas de musculos esquelético (Ikura et al.,
1992) e liso (Meador et al., 1992).



A distribuigdo dos residuos chaves no “motivo 1Q” requer uma
conformacgdo em a-hélice para ligagdes com CalM e cadeias leves; sendo a
base estrutural para ocorrer estas interagdes (Xie et al., 1994).

Ikura e colaboradores, 1992, estudando o dominio regulatério da
quinase de cadeia leve de miosina-II de musculo esquelético, compararam
a sequéncia deste dominio com as sequéncias dos “motivos IQ”, bem como
outras proteinas ou peptideos que ligam CaM, com alta afinidade, mas néo
ttm o “motivo IQ”. Estas proteinas tém como fator comum dois
aminodcidos aromaticos ou hidrofobicos de cadeias longas, separados por
um espago de doze residuos (IQxxxRGxxxRxx¥).

Estas estruturas, em conjunto, contribuem enormemente para a
compreensdo das interagdes moleculares entre a CaM e suas proteinas-
alvo. Entretanto nfo respondem a pergunta que vem se tornando central
para o entendimento completo da fungdo de uma proteina essencial, versatil
e ubiquita como a CaM: Qual é o mecanismo da interagdo imdependente de
calcio da CaM com uma estrutura do tipo “motivo 1Q”? Tentando
desvendar estes mecanismos, foi expresso o dominio pescogo da miosina-V
em Dbactéria, purificado por coluna de afinidade e iniciado sua
caracterizagdo, demonstrando que o mesmo liga CaM de maneira
independente de calcio.



MOTIVOS IQ-UMA SEQUENCIA QUE LIGA CaM NA AUSENCIA DE ca*

N° G

primeiro aa Seqliéncia Gltimo aa Proteina

27 PEDKAHKAATKIQASFRGHITRKKLKGEKKGDAP 60  neuromodulinakovina

765 DKLRAACIRIQKTIRGWLMRKKYM miosina-v-19alinha
RMRRAAITIQRYVRGHQARCYATFL miosina-Vv-2
RRTRAAIIIQKFQRMYVVRKRYQ miosina-V-3
CMRDATIALQALLRGYLVRNKYQMM miosina-Vv-4
LREHKSIIIQKHVRGWLARVHYH miosina-V-5
RTLKAIVYLQCCYRRMMAKRELKKL 909 miosina-V-6

764 DKLRAACIRIQKTIRGWLLRKRYL dilute-]1camundongo
CMORAAITVQRYVRGYQARCYAKFL dilute-2
RRTKAATTIQKYWRMYVVRRRYK dilute-3
IRRAATIVIQSYLRGYLTRNRYRKI dilute-4
LREYKAVIIQKRVRGWLARTHYK dilute-5
RTMKAIVYLQCCFRRMMAKRDVKKL 908 dilute-6

783 KMHNSIVMIQKKIRAKYYRKQYL MYo2-1levedure
QISQAIKYLONNIKGFIIRQRVNDE MYO2-2
MKVNCATLLQAAYRGHSIRANVFE MYO2-3
SVLRTITNLQKKIRKELKQROLKQE MYO2-4
HEYNAAVTIQSKVRTFEPRSRFL MY02-5
RTKKDTVVVQSLIRRRAAQRKLKQL 926 MYO2-6

654 RVAELATLIQKMFRGWCCRKRYQ BBMI-19alinha
LMRKSQILISAWFRGHMORNRYK BBMI-2
OMKRSVLLLQAYARGWKSRRLLRELKVQR BBMI-3
RRHLAASTISAYWKGYQTRRMYRRY 724 BBMI-{ ‘nserto alternativo)

FRSDACTRLSNFIYRRMVOKYLMGLQKNLPPMAVLDRT BBMI-57?
WPPAPYKFLSDANQELKSIFYRWKCKKYREQLTPQQRAML 802 BBMI-67?

780 ERLSRIITRIQAQARGQLMRI EFKKMVERR M-II-1, a—card”mesitio—LCH
DéLLVIQWNIRAFMGVKNWPWMK 832 M-II-2

785 ERLSKIISMFQAHIRGYLIRKAYK 799 M-II-1, molusco (sitio ELC)

802 QDQRIGLSVIQRNIRKWLVLRNWQ 825 M-II-2 de concha (sitio RLC)

Figura 2. Um dominio ligante de CaM/cadeia leve, o “motivo I1Q”, estd presente em uma ou
mais repetigdes em todas as miosinas. A sequéncia indicada na regido pcscogo da miosina foi alinhada
manualmente observando os residuos conservados (cm negrito). A sequéncia da ncuromodulina de
cérebro bovino foi também incluida para comparagio (Espreafico ct al., 1992). O scgmento da
sequéncia da BBMI sublinhado representa um inserto oriundo de um processamento alternativo do
mRNA, gerando uma isoforma menos abundante com um sitio ligante de CaM adicional. A delegio da
por¢do sublinhada da miosina-II cardiaca-c. de rato aboliu a ligagdo da cadeia leve essencial. Por
ultimo, estd apresesentada a sequéncia da regido ligante de cadeias leves da miosina-II de molusco de
concha (atividade ATPdsica dependente de Ca”). A sequéncia em negrito contém os aminodcidos

_necessdrios para interagdo com as cadeias leves essencial ¢ regulatdria, respectivamente, conforme
determinado por cristalografia (Xic ct al., 1994).



MATERIAIS E METODOS



II. MATERIAIS E METGDOS

IL1. EXPRESSAO DA PROTEINA DE FUSAC PLM-PESCOCO

Foram utilizadas col6nias de E. coli XL1-Blue transformadas com o
vetor de expressdo pIH902 (New England Biolabs, Beverly, MA) e com
plasmideos recombinantes portadores da sequéncia de cDNA relativa ao
dominio pescogo da miosina-V, residuo 765 a 909 (Espreafico et al,
1992). O vetor pIH902 (figura 3) contém o forte promotor Ptac e o gene
malE, que codifica uma proteina ligante de maltose (PLM) com peso
molecular de 42 (resultando na expressdo de uma proteina de fusdo). O
vetor contém ainda o gene lacZa, que codifica um fragmento da f3-
galactosidase, um “polylinker” entre malE e lacZo contendo varios sitios
para endonucleases de restrigdo e uma sequéncia codificadora do sitio de
reconhecimento da protease fator Xa de coagulagdo bovina (Ile-Glu-Gly-
Arg), possibilitando a clivagem entre a proteina de interesse e a PLM apds
purificagdo através da coluna de amilose.

A expressdo do dominio ligante de CaM da miosina-V foi realizada
de acordo com o protocolo descrito pelo fornecedor (New England
Biolabs), padronizado por Costa (1992): 1 litro do meio LB estéril (1% de
bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0,2% de
glicose, pH 7,5), contendo 100ug/ml de ampicilina e 12,5pug/ml de
tetraciclina, foi inoculado com 10ml de uma cultura crescida por 14 horas
no mesmo meio a 37°C, icubado com boa aeragdo (num agitador
Superohm G-25 a 200rpm) até Aggg = 0,5 (aproximadamente 2x108
cels/ml). Neste ponto, foi retirado 1ml da cultura e preparado para SDS-
PAGE, da seguinte maneira: centrifugou-se por 2 min numa
microcentrifuga Incibras; desprezou-se o sobrenadante, ressuspendendo o
precipitado em 50ul de agua deionizada + 25ul de tampZo de amostra
STOP (187mM de Tris-HCI, pH 6,8, 12% de SDS, 6mM de EDTA, 27,6%
de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol); posteriormente a amostra foi
fervida por 5 min e rotulada como "células nio induzidas".

A cultura remanescente foi adicionado IPTG para 0,3mM, mantendo
a incubagdo por mais 2 horas. Ao final deste intervalo, foi retirado 1ml e
preparado para SDS-PAGE, como descrito acima, ¢ a amostra rotulada
como "células induzidas". Resfriou-se a cultura em banho de agua e gelo
por 30 min., centrifugando a 4000 x g por 15 min. a 4°C em uma centrifuga

10



SORVALL RC5C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 20ml de tampédo de lise (10mM de fosfato de sodio, pH
7,0, 30mM de NaCl, 0,25% de Tween-20, 10mM de 2-mercaptoetanol,
10mM de EDTA, 10mM de EGTA), aos quais foram adicionados,
imediatamente antes do uso, 10mM de DTT e inibidores de proteases:
0,5mM de PMSF, 20ug/ml de aprotinina ¢ 1mM de benzamidina. As
células foram lisadas, em gelo, por ultrasonicagdo (15 pulsos de 30 seg),
em um aparelho Virsonic Cell Disrupt modelo 150, com 60 ciclos, utilizado
na intensidade 60. Retirou-se amostra de 50ul, acrescentando 50ul de agua
deionizada, 10mM de DTT e 50ul de STOP, fervendo-a por 5 min para
SDS-PAGE ("lisado total").

11
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Apds a ultrasonicagdo, centrifugou-se o lisado a 15000 x g por 30
min. Coletou-se o sobrenadante ("S1"), retirando amostra de 50ul, que fo1
preparada para SDS-PAGE, como descrito acima, sendo o precipitado
("P1") ressuspendido no volume original em tampdo de lise com 10mM de
DTT e inibidores, e preparada amostra para SDS-PAGE.

IL2. PURIFICACAO DA PROTEINA DE FUSAO POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A uma coluna de wvidro, 2,5 x 10cm, contendo 20ml de resina de
amilose, equilibrada em tampao de coluna (10mM de fosfato de sodio,
pH 7,0, 500mM de NaCl, ImM de EGTA e 0,2 mM de NaN3), foi
adicionado o sobrenadante da expressdo (S1), a temperatura ambiente.
Foram coletadas fragdes de 2ml, e observado o perfil cromatografico,
medindo A,g, em espectrofotometro HITACHI U2000. A coluna foi lavada
com 60ml de tampao de coluna contendo 0,25% de Tween-20 e com 100ml
do mesmo tampdo sem o detergente.

A eluigdo foi procedida com 15mM de maltose em tampdo de
coluna, contendo 10mM de DTT, coletando fragSes de 2ml. Essas fragdes
foram coletadas até Aygy = 0,00, significando que toda a proteina de fusdo
foi eluida.
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Esquema da Expressio ¢ Purificaciio da Proteina de Fusio

10ml LB/Amp(100pg/ml); Tetr(12,5pg/ml);Glicose(0,2%) pt 7,5 37°C ~ 14h
11 LB/Amp(100pg/ml);Tetr(12,5pg/ml);Glicose(0,2%) pl 7,5 37°C

SDS-PAGE DOgoonm = 0.5
(cél. nao induzidas)
14
adicionar IPTG para 0.3mM

SDS-PAGE
(cél. nduzidas) 2h 37°C

v.

resfriar em banho de gelo ~ 30 min.

centrifugar a 4.000 x g por 15 min.

¥
S b
descartar l
ressuspender em 20ml de tampao de lise (fosfato 10mM pH 7,0/
NaCl 30mM/Tween-20 0,25%/2-mercaptoctanol 10mM/DTT 10mMm/
EGTA 10mM/ aprotinina 20pg/ml/benzamidina |mM/PMSFE 0,5mM

lise por ultrasonicagdo SDS-PAGE (lisado total)
centrifugar a 15.000 x g por 30 min.
S P SDS-PAGE
COLUNA DE AMILOSE cquil. em tampao fosfato 10mM pH 7,0/
NaCl 0,5M/2-mercaptoctanol [0mM/EGTA ImM
Javar com 3 vol. tampao de coluna/Tween-20 0,25%
lavar com 5 vol. tampdo de coluna sem Tween-20

cluir com tamp#o de coluna/maltose 15mM/DTT 10mM

SDS-PAGE
DO280nm
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IL.3. CLIVAGEM DA PROTEINA DE FUSAO

A proteina de fusdo, apds purificagdo, foi dialisada contra 20mM de
Tris-HCI, pH 8,0, 250mM de NaCl, 2mM de CaCly, 10mM de DTT,
preparando-a para posterior clivagem com o fator Xa de coagulagdo
bovina. A dosagem da proteina de fusdo foi realizada 3 vezes, observando
que a mesma estava numa concentragdo de 0,087mM. Para clivagem,
utilizou-se o fator Xa da New England Biolabs 1mg/ml, na concentragdo de
0,017mM.

Digeriu-se a proteina de fusdo (PLM- pescogo) com o fator Xa numa
razdo molar enzima:substrato de 1:100 a 25°C, durante 90 min. A reagdo
foi interrompida com 0,5 volume de tampio STOP, sendo o resultado
analisado por SDS-PAGE, 15%.

IL.4. CARACTERIZACAO DA PROTEINA DE FUSAO
I1.4.1. “Overlay” com Calmodulina-biotinilada (CaM-biotina)

Apds SDS-PAGE-10%, a proteina de fusdo 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-HCI, pH 7,5, 0,2M de NaCl, 0,5mM de CaCly, 5mM de MgCly
(TBS-CaMg), para bloquear sitios inespecificos. Apds remogdo desta
solugdo, foi adicionado 1ug/mg de CalM-biotina no mesmo tampdo (TBS-
CaMg), deixando incubar por 2 horas a 25°C. Removeu-se a CaM-biotina
lavando 2 x 10 mm. com TBS-CaMg contendo 0,05% de Tween-20. O
filtro fo1 incubado com 1:2000 de estreptavidina- fosfatase alcalina em
TBS-CaMg por 30 min, na propor¢do 1:2000. Lavou-se 3 x 15 min. com
TBS-CaMg e 1 x 15 min com 100mM de Tris-HCI, pH 9,5, 100mM de
NaCl, 5mM de MgCly, 0,5mM de CaClp. A revelagdo foi efetuada
incubando o filtro, durante 30 min, com 0,33mg/ml de NBT e 0,165mg/ml
de BCIP no tampio acima.

Para o ensaio sem Ca2* foi realizado o procedimento com as mesmas
solugdes, exceto que o CaCl, foi substituido por ImM de EGTA.
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I1.4.2. Precipitagio da Proteina de Fusio com CaM acoplada a
Sepharose-4B

Incubou-se a proteina de fusdo, dialisada contra 50mM de Tris-HCI,
pH 7,5, 10mM de DTT, a temperatura ambiente por 3 horas, com 50ul de
resina calmodulina-sepharose 4B (CAC), preparada de acordo com o
protocolo descrito pela Pharmacia. A reagdo foi realizada sob quatro
condi¢des: com ImM de EGTA; com ImM de EGTA e 200mM de NaCl;
com 1mM de Ca** livre; e com 1mM de Ca** livre ¢ 200mM de NaCl.

Ap06s o periodo de incubagio retirou-se amostra da mistura total para
SDS-PAGE e, em seguida, centrifugou-se por 30 seg numa
microcentrifuga, recolhendo o sobrenadante e preparando-o para SDS-
PAGE. O precipitado foi lavado 3 vezes com o tampido usado na didlise
acima, numa das 4 condigdes de incubagdo, ressuspendendo-o no mesmo
tampao, sendo posteriormente preparado para SDS-PAGE. O resultado fo1
analisado em gel de poliacrilamida-10%.
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II.4.3. Recaptacdo do Complexo da Proteina de Iusdo com
“Magnespheres”

Incubou-se a proteina de fusdo (item I1.4.2), por 3 horas a
temperatura ambiente, com 20ug/ml de calmodulina-biotinilada, 200mM de
NaCl, 10mM de DTT e ImM de EGTA. Foram adicionados 200ul de
esferas magnéticas contendo estreptavidina acoplada (“Magnespheres” -
PROMEGA), lavadas previamente com o mesmo tampdo da proteina de
fusdo, incubando por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o periodo de
incubagdo, colocou-se 0 meio num campo magnético, por 3 min,
propiciando a separagdo entre o sobrenadante e as esferas magnéticas. O
sobrenadante foi recolhido e preparado para analise em gel de SDS-PAGE
10%. O recaptado foi lavado 3 vezes e ressuspendido no tampao usado na
dialise acima, sendo analisado em gel de SDS-PAGE 10%. O mesmo

experimento foi realizado substituindo 0 EGTA do meio por ImM de Ca**
livre.



I1.5. DOSAGEM DE PROTEINAS

Foi realizada a dosagem de proteinas de todas as fragdes coletadas
durante a cromatografia, a 280nm, utilizando um espectrofotometro
HITACHI U2000. A concentragdo de proteina nas fragdes eluidas fo1
determinada pelo método de Bradford (1976), com leitura a 595nm, sendo
utilizada soroalbumina bovina (BSA) como padrdo. A curva foi
padronizada com as concentragdes de 0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0;
8,0;9,0;10,0; 11,0 e 12,0pg/ml.

I1.6. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Para analise do perfil proteico, eletroforese em gel de poliacrilamida
foi realizada em condigdes desnaturantes (com SDS), sendo utilizado o
sistema tampao descontinuo descrito por Laemmli (1970) e Laemmli e
Favre (1973) e o sistema de placas empregado por Studier (1973).

Os mini-géis possuiam dimensdes de 10 x 9 x 0,05cm, sendo
utilizados nas concentragdes de 10% ou 15%, ou gradientes de acrilamida:
contendo um gel de empilhamento a 4% e um gel de separagdo de 5 a 16%.

Os polipeptideos foram corados por Coomassie Brilliant Blue R
0,25% em metanol 50%, acido acético 10% (Laemmli, 1970), por 20 min.
A descoloragdo foi realizada com etanol 30% e acido acético 10% e
posteriormente com acido acético 7%.

Foram usados os seguintes padrdes: cadeia pesada da miosina de
musculo de coelho (200kDa), [3-galactosidase de £. coli (116kDa),
fosforilase b de musculo de coelho (97kDa), albumina bovina (66kDa),
ovoalbumina (45kDa) e anidrase carbonica de eritrocito bovino (29kDa).

18



IL7. “WESTERN-BLOT”

Polipeptideos separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
com SDS foram transferidos para filtros de nitrocelulose (Towbin, 1979).
Inicialmente, o gel foi lavado com tampao de eletro-blot (25mM de tris-
HCL, pH 8,3, 192mM de glicina e 20% de metanol). Foi montado o
seguinte “sanduiche”, apos a lavagem:

- suporte plastico;

- esponja ““scotch-brite”;

- duas camadas de papel de filtro;

- gel; ‘

- filtro de nitrocelulose;

- duas camadas de papel de filtro;

- esponja “scotch-brite” e

- suporte plastico.

Este sanduiche foi colocado na cuba para transferéncia, com o filtro
de nitrocelulose posicionado no lado do anodo.

Foi aplicada uma diferenga de potencial de 30V por 2 horas. Apds a
transferéncia, o filtro de nitrocelulose foi corado com Ponceau S 0,5% em
acido tricloroacético 3% por 5 min, e posteriormente lavada com agua
deionizada.
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1. RESULTADOS

[I1.1. EXPRESSAO DO DOMINIO PESCOCO EM FUSAO COM A
PLM

A figura 4 demonstra o perfil eletroforético da expressdo em £. coli
da proteina de fusdo PLM-pescoco.

012345

T g e —
4

200~

116>
97 »

66~

45-

Figura 4. Expressio da proteina de fusio PLM-pescogo. - Gel de poliacrilamida 10%
corado com Coomassic blue mostrando ctapas da cxpressido da protcina de fusdo. As raias contém:
marcadores dc peso molccular (0); células ndo induzidas (1); células induzidas (2); células apos
ultrasonicagdo (3): S1 - sobrenadante apds lisc ¢ centrifugagio (4); Pl - precipitado apos lisc c
centrifugagdo (5). * - indica a protcina dc fusdo, nas raias 2-5.

21



Foi observado na figura 4, quando comparou-se o homogeneizado
das células ndo induzidas com as células induzidas que obteve-se um bom
nivel de expressdo. A proteina de fusdo possui em seu N-terminal a PLM e
no C-terminal o dominio pescogo da miosina-V, seguido do fragmento o da
[3-galactosidase, apresentando um peso molecular aproximado de 62kDa.
Observa-se um bom nivel de expressdo da proteina de fusdo apds indugdo e
que ndo houve expressdo antes da adigdo de IPTG. A amostra para SDS-
PAGE das células lisadas fo1 diluida com 1 vol, portanto aparece menos
concentrada no gel, mostrando assim menos proteinas que o sobrenadante
final (S1). A andlise das amostras do sobrenadante e precipitado da
expressdo apos a indugdo, mostra que nestas condigdes houve razoavel
solubilizagdo da proteina de fusdo.
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III.2. PURIFICACAO DA PROTEINA DE FUSAO POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A purificagdo da proteina de fusdo foi realizada a temperatura
ambiente por cromatografia de afinidade em uma coluna de amilose,
verificando uma ligagdo da proteina a resina. Utilizou-se o sobrenadante
(S1) obtido apos expressdo. A figura 5 mostra o perfil eletroforético de
amostras obtidas durante o processo de purificagdo da proteina de fusdo. A
analise das fragdes coletadas da coluna, pela leitura a 280nm, ¢ montrada
na figura 6.

0 4567 8 9101112

1 23
L L

Figura 5. Purificagio da proteina de fusio PLM-pescogo. - Gel de poliacrilamida 10%
corado com Coomassic bluc mostrando fragocs cluidas da coluna dc amilosc durantc purificagio da
protcina de fusdo. As raias contém: marcadorcs de peso molccular (0); raias 1 a 12, cluigdo da protcina
de fusdo com maltosc I5mM.. * indica protcina de [usdo PLM-pescogo. A scta localizada a dircita
indica provavelmente a PLM (liberada apds degradagio da protcina de fusdo durante os proccdimentos
de lisc ¢ purificagdo).
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Um fato observado durante a andlise dos experimentos foi a grande
tendéncia da proteina exprcssa agregar-se, principalmente apos
congelamento, retendo-se nos pogos do gel de SDS-PAGE. Desta forma, a
fim de obter maior rendimento, a cromatografia passou a ser realizada
imediatamente apds a expressdo. Uma melhor solubilizagdo da proteina
expressa fo1 possivel apds adicdo de DTT até 10mM e calmodulina até
10pg/ml, minumizando agregagdo e consequente precipitagdo, conforme
demonstrado na figura 7.
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Figura 7. Teste de solubilizagiio da proteina de fusiio. - Amostras da proteina dc fusdo
foram sujcitas a SDS-PAGE 10%. obscrvando as scguintcs condigdes: protcina dc fusdo com
1pl/ml de 2-mercaptoctancl (1); com 10mM de DTT (2); com 10mM de DTT ¢ 100pg/ml de CaM (3);
com 10mM de DTT. 100pg/ml dec CaM ¢ 0.1uM de cilcio livre. (4). * indica a proteina dc fusdo ¢ as
sctas a dircita indicam a CaM, com difcrenga de migragdo devido auséncia (3) ¢ prescnga (4) de ca®t
livre. "0" ¢ sctas a esquerda indicam marcadorcs de peso molccular.



I11.3. CLIVAGEM DA PROTEINA DE FUSAC

Algumas proteinas eucarioticas tém sido eficientemente produzidas
como hibridos apds fusdo de seus genes com sequéncias que codificam
genes de F.coli. Entretanto, proteinas hibridas ndo podem ser usadas em
alguns estudos funcionais, a menos que a sequéncia proteica estudada
possa ser liberada por clivagem especifica.

O fator Xa ¢ especifico para o tetrapeptideo Ile-Glu-Gly-Arg(Pro),
que € raro em sequéncias proteicas, reconhecendo-o e clivando-o entre os
aminodcidos Gly-Arg(Pro), que estd presente nesta construgdo entre a PLM
e 0, pescogo-cfgal.

A proteina de fusdo, apds purilicagdo na coluna de amilose, foi
clivada pelo fator Xa conforme Nagai e Thogersen, 1984, liberando a PLM
¢ o fragmento pescoco-cfgal. A PLM liberada migrou como um
polipeptideo de 45k, como esperado. O dominio pescogo, ainda em fusdo
na regido C-terminal, com o fragmento o da (-galactosidase, migrou na
regido de 30k (figura 8). Foi necessaria a adigdo de 10mM de DTT para
diminuir a agregagéo tanto da proteina de fusdo quanto do dominio pescogo
liberado apos a clivagem.
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Figura 8 -Clivagem da proteina de fusio com fator Xa - Gel de poliacrilamida 10% com
SDS contendo: 0.087mM da protcina de fusio sem DTT (1): 0,087mM dc protcina dc fusdo com

10mM de DTT (2); clivagem contendo 101M de DTT (3):clivagem contendo 10mM de DTT ¢ 25p
g/ml de CaM (4): clivagem contendo [0mM de DTT ¢ 50pg/ml de CaM (5).(0) indica os marcadorcs

de peso molecular.* - Indica protcina de fusio, 4 - PLM, B - pescogo-afigal ¢ scta a dircita indica
CaM.
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I11.4. CARACTERIZACAO DA PROTEINA DE FUSAO

A caracterizagdo imunoldgica do dominio pescogo expresso ficou
impossibilitada neste trabalho, pois este dominio apresentou antigenicidade
notavelmente baixa em coelhos, ndo tendo €xito na obtengdo de anticorpos.

A andlise da sequéncia do dominio pescogo utilizando o programa
PC/GENE, pelo método de Hopp e Woods, onde sdo comparados os
pontos de hidrofobicidade dos seis “motivos 1Q” com um grupo de
proteinas controle, demonstrou que neste dominio somente a sequéncia
correspondente aos residuos 904 a 909 (Lys-Arg-Glu-Leu-Lys-Lys) possui
potencial para antigenicidade (Harlow e Lane, 1988).

I11.4.1. “Overlay” com Calmodulina-biotinilada (CalM-biotina)

Para caracterizagdo da ligagdo da proteina de fusdo expressa a CaM
fo1 utilizada CaM-biotinilada (GIBCO BRL) como sonda, procedendo a
revelgdo com estreptavidina-fosfatase alcalina (GIBCO BRL), como
descrito no item II.4.1 (ver Materiais e Métodos). Observou-se ligagdo, na
auséncia e presenca de Ca**, da proteina de fusdo expressa (figura 9). Para
confirmar que a ligagdo estava ocorrendo entre a CaM-biotinilada e o
dominio pescogo da proteina de fusdo e ndo com a PLM foi1 realizado um
experimento controle com a PLM expressa sem fusdo, onde apos “overlay”
nenhuma marcagdo foi detectada. Este resultado estd de acordo com os
dados apresentados por Espreafico e colaboradores (1992), em ensaios de
“overlay” em gel, mostrando interagdo da proteina de fusdo correspondente
ao dominio pescogo, com 12I-CaM, na auséncia e presenga de Ca*",
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Figura 9 - "Waestern-blot" com CaM-Dbiotinilada - "Ovcerlay" das amostras purilicadas da
proteina de fusdo (1) ¢ PLM como controle(2) foram scparadas por SDS-PAGE (gel a 10%), scguida dc
“western blot”. Os filtros foram incubados com CaM-biotinilada na auséncia (A) ou na prescnga dc
Ca® (B) ¢ revelados. apods incubagdo com cstreptavidina conjugada a fosfatase alcalina, utilizando os
substratos NBT ¢ BCIP. As [lcchas indicam a posi¢io da proteina dc fusdo ¢ as pontas de flecha,
indicam a posigdo csperada da PLM. Os asteriscos indicam os pogos do gel (mostrando agregados da
protcina dc fusdo que ndo cntraram no gel).
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[11.4.2. Precipitagio da Proteina de Fusio com CaM acoplada a
Sepharose-4B

Para verificar a ligagdo da CaM a proteina de fusdo, conservando o
cstado nativo, foi realizado o ensaio dos componentes em solugdo
utilizando CaM acoplada a resina de  Sepharose-4B  (CAC), sendo
observado ¢ efcito do calcio ¢ NaCl sobre esta interagdo. Uma interagdo
ligeiramente maior foi identificada entre a proteina de fusdao ¢ a CaM
acoplada 4 resina na presenga de Ca®” (figura 10). Com o aumento da forga
10nica, a interagdo CaM-proteina de fusdo torna-se maior, mostrando-se
mais cfetiva na presenca de Ca®". Na amostra total, a proteina de fusdo
encoatra~-sc  mais  diluida, scndo concentrada apds  precipitagao,
demonstrada na amostra "P".
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Figura 10 - Precipitagio com CalM-"Scpharose-4B" - Gel dc poliacrilamida-SDS 10%
contendo: total da mistura, protcina de [usdo, CaM-resina (T), precipitado protcina de fusdo-CaM-
resina (P) ¢ sobrenadante (S). Marcadorces de peso molecular - (0). PF - indica proteina de fusio.
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II1.4.3. Recaptagcdio do Complexo da Proteina de Fusio com
“Magnespheres”

Incubou-se a proteina de fusdo previamente com calmodulina
biotinllada ¢ posteriormente com estreptavidina acoplada a esferas
magnéticas. O resultado, apds andlise em SDS-PAGE, mostrou que o
complexo CaM biotinilada - proteina de fusdo foir detectado no recaptado,
tanto na auséncia quanto na presenga de Ca®" (figura 11). A amostra total
apresenta marcagdo menos intensa quc o recaptado, pois a amostra total
encontra-se mais diluida.
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Figura 11 - Recaptagio do complexo da proteina de fusiio com “Magnespheres” - Gel de
poliacrilamida-SDS 10% contendo: total da mistura - proteina de fusio-CaM biotinilada-cstreptavidina
acoplada as csfcras magncticas (T). recaptado (R) ¢ sobrenadante (S). Marcadores de peso molecular -
(0). PF - indica prolcina dc fusao.
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IV. DISCUSSAO

Neste trabalho demonstrou-se que a expressdo em bactéria do
dominio pescogo da miosina-V resulta na obtengdo de quantidade
adequada de proteina apos purificagdo por cromatografia de afinidade, com
as propriedades de ligar CaM na presenca e auséncia de Ca** como na
proteina nativa. Portanto, abre-se a possibilidade de obtengdo das
caracteristicas fisico-quimicas do dominio pescogo.

Pode-se observar, comparando as amostras de células
induzidas e nio induzidas, que foi obtido um alto nivel de expressdo depois
da adigdo do IPTG (figura 4). Analisando as amostras do sobrenadante e
do precipitado, observa-se que nestas condigdes houve solubilizagdo da
proteina de fusio.

A expressio do dominio pescogo inicialmente foi testada
utilizando a linhagem de £. coli BL21 (DE3) pLysS transformada com os
vetores de expressdo pET-3d e pET-11d (Sambrook et al., 1989); ambos
contendo o fragmento H11, sem fusdo com a PLM. Em SDS-PAGE nio foi
detectada expressido, isso se deve, talvez, por tratar-se de um peptideo de
20kDa, pois o mesmo poderia ter sido degradado pelas proteases da
bactéria, ndo sendo assim detectado. McNally et al., em 1991, demonstrou
que fragmentos de miosinas, expressos em bactérias, sdo mais susceptiveis
a agregagdo e degradacgdo, por isso foram expressos como proteinas de
fusdo, para assim obter-se niveis mais elevados de proteinas, com
estabilidade aumentada (se a proteina de interesse for pequena) e facilidade
de purificagdo (Nagai e Thogersen, 1984).

Além da adi¢do dos inibidores de proteases ao tampido de lise,
utilizou-se também EGTA, para inibir proteases que utilizam o Ca** como
cofator. Apds a lise foi utilizado 2-mercaptoetanol para impedir a formagdo
de pontes dissulfeto inter e intracadeia. Mesmo assim, ndo foi possivel
conseguir uma boa solubilizagdo e a proteina de fusdo ainda continuou
agregada. Conseguiu-se diminuir o problema somente apds adi¢do de
10mM de DTT (figura 7), mantida durante toda a expressdo, e de CalM,
apo6s a lise por ultrasonicagio.

Umas das possiveis causas da agregagcdo do dominio pescogo ¢ a
caracteristica altamente basica dos “motivos 1Q”. Sabe-se que os residuos
de lisinas do coldgeno podem sofrer deaminagdo e oxidagdo pela agdo de
lisil-oxidase e oxigénio molecular que converte os residuos de lisina em
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alisina. Posteriormente, liga¢des cruzadas podem formar-se por condesagio
aldolica, uma rea¢do ndo enzimatica. Os residuos imidazolicos das
histidinas também participam na formagdo de ligagSes cruzadas (Smith et
al., 1985), propiciando assim a agregagdo, que pode ser impedida pela a¢do
do DTT ligando com o oxigénio do meio. Sabe-se também que, com a
adicdo de CaM, sdo formadas "ligagGes" entre a mesma e os residuos
basicos do dominio pescogo (Xie et al., 1994), estabilizando as intera¢des
entre estes residuos basicos do "motivo-1Q".

Apds a clivagem da proteina hibrida com o fator Xa de coagulagdo
bovina (Nagai e Thogersen, 1984), foi liberado um peptideo,
correspondente ao dominio pescogo da miosina-V de cérebro de galinha,
que em SDS-PAGE migrou como uma proteina de peso molecular de
aproxidamente 30k (figura 8), quando deveria ter sido de 22k. E importante
salientar que o dominio pescogo possui o peso molecular de 20k, contendo,
na extremidade C-terminal, o fragmento o da [3-galactosidase com peso
molecular de 2k.

Nota-se também a mfluéncia do DTT, diminuindo a agregagdo da
proteina expressa, mesmo apos a clivagem. Acredita-se que a agregagio
ndo seja devido a interagdes entre o dominio pescogo ¢ a PLM, pois em
SDS-PAGE a PLM sozinha ndo apresenta agrega¢do, entrando totalmente
no gel de poliacrilamida.

Estudos anteriores de ligagdo de CaM ao dominio pescogo levaram a
evidéncia que a miosina-V tem afinidade a CaM, na auséncia ou presenga
de Ca** livre, ou ligeiramente maior na auséncia do mesmo (Espreafico et
al., 1992). Devido as propriedades ligantes de CaM da miosina-V diferirem
da maioria das proteinas ligantes de CalM, ha interesse em identificar e
caracterizar este dominio da proteina que interage com CaM. Ensaios de
“overlay” com calmodulina biotinilada e precipitagdes com CaM-
Sepharose 4B e com o complexo CaM-biotina-estreptavidina-
"magnespheres" foram usados para caracterizar a propriedade ligante de
CaM do dominio pescogo da miosina-V (figuras 9, 10 e 11) sendo
importante observar que o aumento da forga i6nica acentua a interagfo na
presenca de Ca** (figura 10). Acredita-se que aumentando a forga i6nica,
aumenta-se as interagGes hidrofobicas entre os residuos do dominio
pescogo e da calmodulina (Haiech et al., 1981). Experimentos usando
Ressondncia Magnética Nuclear (NMR) de 'H ¢ '°Cd que comparam os
efeitos dos fons Mg™" sobre a fungdo da calmodulina, mostram que Mg”"
inibe a formac¢do do complexo ativo 4Ca**-CaM, e apenas a ligacdo do
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Ca®™, no dominio N-terminal da CaM, regula a atividade da proteina
(Cheung, 1984; Ohki et al., 1993)

O “motivo 1Q” das proteinas-alvo de CaM esta frequentemente
associado com a propriedade ndo usual de ligar CaM na auséncia de Ca™",
A calmodulina liga-se a miosina-V e permanece associada durante
cromatografia de filtragdo em gel, na presenga de Ca** ou EGTA (Larson et
al., 1988). Em alguns casos, Ca’" age liberando a CaM desses sitios
(Andreasen et al., 1983; Collins et al., 1990; Swanljung-Collins e Collins,
1991), que ¢ exatamente o oposto esperado para um sitio convencional
ligante de calmodulina dependente de Ca’*. Experimentos com outra
miosina da classe V, Myo2p de levedura, evidenciam que o Ca*" induz a
liberagdo de calmodulinas da regido pesco¢o da proteina (Brocherhofl et
al., 1994).

Uma questdo intrigante é saber porque Myo-V contém seis
“motivos- 1Q”. Recentemente, foi sugerido que as miosinas, que ligam
CaM, devem ter como fun¢lo geral o transporte de calmodulina para
localizagdes subcelulares especificas (Porter et al., 1993). Experimentos
com Myo2p (Brockerhoff et al., 1994) sugerem que a calmodulina participa
no crescimento polarizado da levedura por interagdo direta com esta
miosina. Assim, a Myo2p e CaM sdo necessdrias para o crescimento
polarizado em leveduras (Davis et al., 1986; Johnston et al., 1991),
localizando-se nos sitios germinantes durante o ciclo celular (Brockerhoff
etal., 1994)

A elucidagdo dos fatores estruturais responsaveis pela habilidade da
calmodulina modular a atividade de proteinas-alvo tem sido possivel gragas
ao conhecimento das estruturas tri-dimensionais destas proteinas (Meador
et al., 1992; Rayment et al., 1993). Calmodulina, apesar de ser uma
proteina acida, contém varios residuos hidrofobicos que ficam expostos
apos ligagdo do Ca® (Erickson-Viitanen e¢ DeGrado, 1987; O’Neil e
DeGrado, 1990). O dominio pescogo da miosina-V contém
aproximadamente 47% de residuos hidrofébicos e 30% de Dbasicos;
seguindo o padrdo geral de peptideos ligantes de CaM e cadeias leves, que
sdo basicos com c-hélices anfifilicas. Estudos com NMR, determinando a
estrutura quaternaria do complexo Ca2+-CaM—peptideo M13, o qual
correspondente ao dominio ligante de calmodulina da quinase de cadeia
leve de miosina-II de musculo esquelético (Ikura et al., 1992) mostraram
que o peptideo liga CaM numa conformagdo em c-hélice. A CaM, em
solugdo, assume uma estrutura em forma de “duplo-sino”, com quebra da
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hélice central, formando um bolso predominantemente hidrofdbico, a
medida que se aproxima do peptideo-alvo (Crivici e Ikura, 1995). A
ligagdo ocorre de maneira anti-paralela. Segundo Xie e colaboradores,
1994, entre a cadeia pesada do fragmento cabega de miosina-II de molusco
de concha e as cadelas leves ha 413 contatos, sendo que destes 9% sdo
ligagdes de hidrogénio e 88% sdo interagdes de van der Waals. A cadeia
pesada é altamente hidrofobica, possuindo 3 residuos acidos que ndo estdo
envolvidos em liga¢des com a cadeia leve. Em contraste 7 a 16 residuos
basicos fazem ligagdes de hidrogénio ou ligagdes salinas com as cadeias
leves

Torna-se com isto interessante o conhecimento da estrutura tri-
dimensional do complexo CaM e/ou cadeias leves-pescogo da miosina-V,
na presenga ou auséncia de Ca*, para podermos elucidar questdes como
estas que constantemente vdo surgindo: qual serda a natureza, real
localizagdo e papel das cadeias-leves/calmodulinas? Qual sera o papel do
Ca™ no complexo CaM-pescogo? Quais dos “motivos IQ” ligam
calmodulina e/ou cadeias leves? Ou seja, qual serd a real estequiometria?
Estas e outras perguntas serdo solucionadas em estudos futuros, com o uso
de técnicas combinadas de biologia molecular, biofisica ¢ bioquimica, para
definir o papel da CaM, cadeias leves ¢ Ca*" na regulagio das fungdes da
miosina-V, contribuindo para o estudo do movimento dirigido, uma
caracteristica essencial dos organismos vivos.
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V. SUMARIO

Miosina-V ¢ uma miosina ligante de calmodulina nio
convencional enriquecida em cérebro.que estd provavelmente envolvida no
transporte de vesiculas em neurdnios e células gliais. Analise bioquimica e
estrutural mostrou que esta miosina é composta por 3 grandes dominios:
um dominio cabega-motor, uma regido pescogo e uma cauda com regides
em “coiled-coil” e globulares. O dominio pescogo, entre os residuos 765 e
909, contém uma série de seis repeti¢des imperfeitas de aproximadamente
23 aminoacidos que sdo ricas em residuos hidrofébicos e basicos e
apresentam a sequéncia concenso IQXXXRGXXXRXXY, denominada
“motivo [Q”. Estas repeti¢des sdo similares ao sitio ligante de calmodulina
da neuromodulina e as repeti¢des presentes na jungido cabega-cauda da
miosina-I de borda em escova. Ambas as proteinas e miosina-V ligam
calmodulina de maneira independente de Ca*". O "motivo-IQ" também estd
presente em todas as outras miosinas conhecidas, na regido correspondente
aos sitios ligantes de cadeias leves. Recentemente, as estruturas tri-
dimensionais da regido ligante de cadeias leves da miosina-II de musculo
esquelético de galinha e de molusco de concha foram resolvidas,
demonstrando que o "motivo-IQ" é o sitio de ligagdo das cadeias leves
essencial e regulatoria.

O presente trabalho resultou na expressdo em E. coli do dominio
pescogo em fusdo com a proteina ligante de maltose e sua purificagdo
através de cromatografia de afinidade, utilizando uma resina de CaM
acoplada a sepharose 4B. Observou-se ligagdo da proteina de fusdo a
calmodulina na auséncia e presenga de Ca*" Entretanto, uma ligagdo mais
forte ocorreu na presenca de Ca’* e alta forga i6nica. A ligagdo com ou sem
Ca** foi confirmada usando os ensdios de “overlay” com CaM-biotinilada
como uma sonda e estreptavidina conjugada a fosfatase alcalina como
sistema de detecgdo. Também o complexo formado entre o pescogo
expresso ¢ a calmodulina biotinilada em solugdo foi capturada por esferas
magnéticas ligadas a estreptavidina na presenga e auséncia de Ca™. Foi
possivel clivar a proteina de fusdo, utilizando o fator Xa de coagulagdo
bovino, liberando o dominio pescogo livre da PLM.
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V1. 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
structural analysis has shown that myosin-V has three principal domains: a
motor domain (head), a neck domain and a tail domain with coiled-coil and
globular regions. The neck domain (aa 765-909) contains six copies of the
consensus sequence known as the IQ-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 calmodulin in a Ca**-independent manner. This sequence is
also present in all other myosins, in the region corresponding 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 part of the binding site for the essential and regulatory light
chains.

This work presents the expression in £. coli of the neck domain in
fusion with maltose binding protein and purification by affinity
chromatograpfy, allowing for the obtention of sufficient amounts of protein
to characterize its binding to calmodulin. Using a resin of calmodulin
conjugated to Sepharose 4B, we observed binding of the fusion protein to
calmodulin 1 the absence or presence of Ca**. However a stronger binding
ocurred in the presence of Ca®* and high ionic strength. This interaction
with or without Ca** was confirmed by overlay assays using biotinylated
CaM as a probe and streptavidin conjugated to alkaline-phosphatase as a
detection system. Also, the complex formed between the expressed neck
and biotinylated CaM in solution was captured by streptavidin coated
magnetic beads in the presence and absence of Ca®’. It was possible to
cleave the fusion protein, using the bovine plasma factor Xa, liberating the
neck domain.
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