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RESUMO

O fenol é um solvente organico utilizado de 3 a 7 % para a reducéo da
espasticidade muscular. A espasticidade muscular € uma hiperexcitabilidade
muscular que leva a rigidez muscular, tornando o membro nao funcional, que se
deve a lesdo do primeiro neurénio motor, causada por acidente vascular cerebral ou
paralisia cerebral. Injetado no ponto neuro-motor intramuscular, o fenol causa
neurdlise do nervo periférico, reduzindo esta hiperexcitabilidade e deixando o
membro funcional. Nunca foram avaliadas possiveis conseqliéncias de efeitos
colaterais no tecido muscular esquelético. Ja € sabido que o fenol reduz a tensao
isométrica maxima de fibras descascadas de musculo esquelético e aumenta a
atividade Mg?*-ATPasica do subfragmento-1 (S1) através de aumento na velocidade
de liberagao do fosfato e do ADP. O objetivo desta tese foi analisar o efeito do fenol
na interagdo acto-S1 in vitro. Foi verificado que o fenol (0,5 % v/v) também aumenta
a atividade Mg*-ATPasica actina-ativada, inclusive em alta forca idnica,
aumentando a interagao acto-S1 como evidenciada por analise de co-sedimentagao
e espalhamento de luz, e aumentando a afinidade entre actina e S1 evidenciada por
fluorescéncia. Para analise cinética, foi necessario marcar actina com pireno, que
permitiu verificar que tanto a associacdo quanto a dissociacdo acto-S1 na auséncia
de ATP, apresentaram diferengcas pequenas na presenca e auséncia de fenol.
Entretanto, o fenol causou uma importante reducéo na afinidade do ADP para o
complexo acto-S1, o que deve ser um fator importante na redugdo da tenséo
isométrica maxima em fibras descascadas vista em dados prévios. Outro objetivo
desta tese foi determinar os sitios de interagao do fenol com S1, onde verificamos
através dos experimentos de ressonancia magnética nuclear que o fenol se liga ao
S1 com afinidade de média a alta nM a yM, levando a pequenas perturbagdes no
deslocamento quimico de alguns residuos da proteina. Analisando estes residuos,
verificamos que entre os possiveis aminoacidos com os quais o fenol possa estar
interagindo sao os triptofanos. A partir disto postulamos um modelo para explicar o
efeito do fenol na forte interagdo do S1 para actina e no aumento na velocidade de
liberacéo de fosfato e ADP.

Palavras-chaves: pireno, actina, subfragmento-1, fenol, cinética enzimatica.
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ABSTRACT

Phenol is an organic solvent that is used of 3 to 7 % to reduce muscle
spasticity. Spasticity arises from muscle hyperexcitability that leads to muscle rigidity
and loss of function, usually due to primary motoneuron damage caused by cerebral
vascular accident or cerebral palsy. Injected intramuscular at the neuromuscular
junction, phenol causes neurolysis in the peripheral nerve, reducing the
hyperexcitability and alleviating the rigidity. The possible consequences collateral
effects of phenol on the muscle itself are not known. It has been shown that phenol
reduces isometric tension in skinned fibers of skeletal muscle and increases Mg?*-
ATPase activity of subfragment-1 (S1) by accelerating Pi and ADP release. The aim
of this thesis was analyze the effect of phenol on acto-S1 interactions in vitro. Phenol
(0,5 % vlv) increases actin-activated Mg?*-ATPase at both low and high ionic
strength, and increases acto-S1 interaction analyzed by co-sedimentation and light
scattering as well as increasing affinity as analyzed by fluorescence. For kinetic
analysis, was labeled actin with pyrene, and association and dissociation rates of
acto-S1 without ATP were shown to change only slightly with phenol. However,
phenol caused significant reduction in ADP affinity for the acto-S1 complex, probably
an important factor to explain isometric tension reduction shown in datas previous
study from our laboratory. Another objective of this thesis was to analyze the S1-
fenol interaction, using nuclear magnetic resonance experiments. Phenol bound to
S1 with medium to high affinity, leading to small perturbations in chemical shift of
some the amino-acid residues. Analysis of these residues showed that tryptophan is
prominent among that may bind phenol. A model to explain the effects of phenol on
strong acto-S1 interactions and the increase in velocity of Pi and ADP release is
proposed.

Key-words: pyrene, actin, subfragment-1, phenol, enzymatic kinetic.
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1. INTRODUGCAO

O musculo estriado esquelético é formado por fibras musculares, as quais sao
formadas por miofibrilas, divididas em unidades bem organizadas denominadas
sarcomeros, delimitados por duas linhas Z. Os sarcébmeros sdo compostos por
filamentos grossos, principalmente compostos de miosina; e pelos filamentos finos,
que consistem de actina e o complexo troponina- tropomiosina. Ha outras proteinas
como a-actinina, miomesina, M-proteina, titina, desmina proteina C ligante de
miosina (MyBP)-C e (MyBP) -H, os quais mantém os componentes do sarcOmero
alinhados (Tajsharghi, 2008).

Na contragdo muscular, ocorre o deslizamento dos filamentos de actina sobre
os filamentos de miosina, levando a diminuigdo do comprimento do sarcémero, com
aproximacgéao das linhas Z. Para que a contragdo muscular ocorra € necessario um
estimulo nervoso que provoque a despolarizagdo do sarcolema, o qual leva a
liberagdo do calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. O ion calcio se liga a troponina e
promove uma mudanga conformacional do complexo troponina-tropomiosina. O ATP
ligado a miosina € hidrolisado, que leva a interagdo da miosina com o filamento de
actina, quando ocorre, entdo, o deslizamento da actina sobre a miosina,
caracterizando a contragdo muscular.

Uma lesdo do primeiro neurdénio motor leva a sintomatologias como a
espasticidade, caracterizada por uma rigidez muscular que leva a incapacidade
funcional do movimento motor voluntario. Alguns terapéuticos, como o fenol, sédo
injetados na jungdo neuro-muscular, que causa neurolise da porgcédo terminal do

axobnio e reduz o tdnus muscular, melhorando a funcionalidade do movimento motor.
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1.1 Miosina

O filamento de miosina é composto por cerca de 300 moléculas de miosina, cada
uma com peso molecular de 540 kDa, as quais se organizam formando agregados
em condigdes de forga ibnica fisiolégica (150-200 mM). As moléculas sao ligadas
umas as outras pela cauda, conferindo polaridade ao filamento de miosina (Huxley,
1963).

Em meados do século XX, homogeneizados de musculos foram tratados com
solugdes em alta forga idnica (600 mM de KCI) e agua. Foi observado que, quando a
miofibrila era tratada com 600 mM de KCI, ocorria o desaparecimento do material da
banda A (Figura 1); quando tratado com agua, outra proteina era solubilizada,
restando somente as linhas Z. Estas observacbes foram realizadas utilizando
microscopia o6tica. A proteina soluvel em alta forgca ibnica € denominada miosina e a

proteina soluvel em agua actina (Huxley & Hanson, 1954).
5
- -
BandaA ——» . - +«——— Banda A

g = PR
Banda | '
.
' . I . '.

L % w

Figura 1: Miofibrila tratada com KCI. A esquerda, miofibrila ao microscépio
apresentando uma regido mais escura que representa a banda A; a direita a mesma
miofibrila apds tratamento com solucdo contendo KCI 0,6 M. As bandas A
desaparecem e sobram as linhas Z, ligadas aos filamentos da banda | (Huxley &
Hanson, 1954).
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Quando a miosina solubilizada foi entdo tratada com forga idnica fisiologica,
Huxley (1963) observou que as moléculas de miosina se uniram pelas caudas,
posicionando-se em direcbes opostas com suas proje¢des, formando uma regiao
denominada zona careca no meio do filamento grosso, o que caracterizou a

presenca de polaridade no filamento grosso (Figura 2).

AL el
{W"*ﬁﬁ*ﬁ-

Figura 2: Esquema da estrutura dos filamentos grossos, apresentando uma regiao
central (zona careca) e projegdes ao longo do filamento grosso em dire¢gbes opostas.
(Prochniewicz et al., 2007)

A.G. Szent-Gyorgyi (1953), usando enzimas proteoliticas, forneceu uma
ferramenta muito util para o estudo da miosina. A adi¢ao de tripsina na solucédo de
miosina leva a divisdo desta em dois fragmentos: meromiosina leve (MML) e
meromiosina pesada (MMP) (Figura 3). A MML é constituida pela cauda até a altura
do subfragmento-2. A MMP é constituida pelas duas cabegas da miosina ou
subfragmento-1 (S1), cada uma com peso molecular de 110 kDa, e por quatro
cadeias leves e os dois subfragmentos-2. A extremidade carboxila da miosina tem a
forma de dupla hélice, e a extremidade amino apresenta a cadeia pesada com um
grande dominio globular que contém o sitio no qual o ATP é hidrolisado. A molécula
de miosina apresenta duas cadeias leves (CL) presas a cada S1: cadeias leves n&o
essenciais (CL-2, a"‘regulatéria’”) e cadeias leves essenciais (CL-1 e CL-3) com
aproximadamente 20 kDa cada cadeia leve (Katoh & Lowey, 1989). O S1 é soluvel
em qualquer forga idnica, enquanto a cauda e o filamento de miosina sdo soluveis

somente em alta forga ibnica.
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> MMP

4 LMM —"‘— s2 —b‘-‘— S1 =P

Figura 3: llustracdo esquematica da estrutura da miosina com meromiosina pesada;
meromiosina leve composta pela cauda; e as cadeias leves essencial (ELC) e
regulatoria (RLC) no subfragmento-1 ( Tajsharghi, 2008)

O subfragmento-1 que compreende 843 aminoacidos € a porgdo enzimatica
da proteina, constituida por uma porgdo com 50 kDa (subdividida em superior e
inferior); uma porcado de 25 kDa (N-terminal); outra porgdo de 20 kDa (C-terminal)
(Geeves & Holmes, 1999; Geeves et al., 2005). Na porgédo de 50 kDa, na boca da
fenda entre a regido superior e inferior, esta o sitio para ligagao de actina. Entre os
dominios de 50 kDa e de 25 kDa encontra-se o sitio para ligagao de nucleotideo. Na
regido da fenda para ligagdo de nucleotideo ha dois loops conservados, switch | e
switch Il que apresentam mudancgas estruturais na interacdo com nucleotideo
(Reubold et al., 2003). A estrutura cristalografica desta proteina foi produzida por

Rayment et al. (1993) (Figura 4).
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Dominio de Ligagdo
Switch I1 das Cadeias Leves

Dominio Catalitico

Figura 4: Estrutura cristalografica do subfragmento-1, demonstrando os sitios para
ligacdo de nucleotideo e actina. Em vermelho a regido de 50 kDa, em verde a regiao
de 25 kDa, em azul a regido conversora (20 kDa), em amarelo a cadeia leve
essencial (CL-1) e em rosa a cadeia leve regulatéria ou nédo essencial (CL-2)
(Rayment et al., 1993).
1.2 Actina

O polimero de actina (F-actina) € o maior componente do filamento fino. A
actina é constituida por um polimero longo, formando uma fita dupla que se
entrelacam. Este filamento é formado por monémeros de actina (actina globular ou
G-actina), soluveis em forga i6nica muito baixa, com peso molecular de 42 kDa,
contendo o nucleotideo adenosina difosfato (ADP) e calcio ligados a G-actina,
proveniente da reagdo com adenosina trifosfato (ATP), na presenga de magnésio e,
aproximadamente, 0,1 M de KCI (Gordon et al., 2000; Pardee & Spudich, 1982a). O
ATP é hidrolisado, resultando em altas concentracdes de ADP-actina que tem alta
taxa de dissociacdo da ponta final do filamento de actina, levando a
despolimerizagdo da actina (Pollard, 1984, 1986). Em condi¢des fisioldégicas na
célula, com forga i6nica de 0,15 M, a actina encontra-se na sua forma agregada.

Para a polimerizagdo de actina, Pardee et al. (1982) verificaram que os

mondémeros de actina se incorporam num tempo médio de 15 minutos em filamentos
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de actina, chegando a um platé com 50 — 70 % da actina G utilizada aos 30 — 40
minutos. Esta polimerizacdo ocorre na presenca de 100 mM KCI, 1 mM ATP e 0,2
mM MgCl,. O KCI e ATP sao responsaveis para a formagao do polimero (Figura 5).
O cétion divalente acelera a hidrélise do ATP, ja ligado ao filamento de actina,
acelerando, desse modo, o processo de polimerizagdo, visto por uma maior
viscosidade, em menor tempo, quando comparado ao processo na auséncia de
MgCl,. A velocidade de polimerizagdo € dependente da concentracdo de KCI

(Pardee & Spudich, 1982a).

G(ATP)-ACTIN
K~
KCl-MONOMER(ATP)-ACTIN
!
F(ATP)-ACTIN
P;

F(ADP)-ACTIN

Figura 5: Esquema da polimerizagdo da actina. Na presenca de potassio, ATP e
Mg?* ocorre a polimerizacéo da actina (Pardee & Spudich, 1982a).

Apods incorporagdo do mondmero de actina, na regido da ponta positiva do
filamento de actina, se realiza a hidrolise do ATP. Na despolimerizacdo, a

dissociagdo da actina-ADP acontece na ponta final negativa do filamento de actina

(Rould et al., 2006) (Figura 6).
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0 © = SRR = 0]

o

Figura 6: Polimerizagao do filamento de actina (F-actina). Na ponta positiva, a G-
actina.ATP (esferas azuis) liga-se ao filamento de actina. Na ponta negativa ocorre a
despolimerizagcao, onde mondmeros de actina com ADP ligado (esferas roxas)
desprendem-se da F-actina. (Thanbichler & Shapiro, 2008).
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A actina também tem polaridades opostas de cada lado da linha Z. Ao
filamento de actina, foram adicionados S1, e estes se ligaram em forma de pontas
de flecha, com as pontas voltadas para o mesmo lado (0 que representaria o

filamento de actina de um lado da linha Z), como demonstradas na Figura 7.

Figura 7: Microscopia eletronica dos filamentos de actina com S1 de miosina de
coelho. Cada crossover de filamento de actina parece pontas de flechas, porque
cada mondmero de actina carrega uma cabega de miosina alongada (Brown &
Cohen, 2005).
1.2.1 N-(1-pirenil) iodoacetamida (pireno-actina)

Kouyama e Mihashi (1981) demonstraram que a actina pode ser marcada

especificamente na cisteina 374 no subdominio 1, por N-(1-pirenil) iodoacetamida

(pireno-actina). Este é um fluoréforo que quando complexado a actina, e ela é
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ligada ao S1, apresenta uma redugao da fluorescéncia em 70% (esquema 1), o que
proporciona, assim, a possibilidade de trabalhar com concentracbes menores de
proteina e aumenta a sensibilidade de detectar as pequenas mudangas
conformacionais na interacdo entre as proteinas. O uso da pireno-actina permite
analisar a cinética do ciclo catalitico, onde algumas reagbes ocorrem em

milisegundos (Criddle et al., 1985).

A*™ + 81 — A*.S1
Esquema 1: Formagao do complexo pireno-actina com o S1. A** representa estado

de alta fluorescéncia da pireno-actina, A* representa o estado de baixa fluorescéncia
do pireno-actina, e S1 representa o subfragmento-1.

A actina na sua forma filamentosa marcada com pireno apresenta uma
fluorescéncia sete vezes maior que actina globular (Cooper et al., 1983); uma
afinidade duas vezes menor para S1, com velocidade de ligagcdo inalterada e
velocidade de dissociagao 2 vezes aumentada quando comparada a actina nativa

(Criddle et al., 1985).
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subdomain 4

Figura 8: A. Estrutura da actina no estado G-actina-ADP, com seus quatro
subdominios em cores diferentes; as esferas vermelhas representam o calcio.
Apenas o atomo perto do ADP se envolve na catalise. Em azul o tetrametilrodamina-
5-maleimida que liga covalentemente a cisteina-374, demonstrando o local onde o
pireno liga (Otterbein et al., 2001). B. Estrutura do N-(1-pirenil) iodoacetamida.
1.3 Tropomiosina

A tropomiosina, isolada por Bailey em 1946, € uma proteina com a forma de
um longo coiled-coil em alfa hélice, com aproximadamente 40 nm de comprimento e
com peso molecular de aproximadamente 70 kDa, soluvel em solugdes de baixa
forga ibnica. Apresenta-se em dimero numa forma helicoidal, que se estende sobre
sete monémeros do filamento de actina, repousando sobre os sitios de ligagao para

miosina, que impede assim a ligagdo da mesma a actina. A tropomiosina também

interage com o complexo troponina, o qual leva ao aumento da ligagdo da
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tropomiosina a actina em baixas concentragdes de calcio, que bloqueia a ligagao da

miosina a actina (Gordon et al., 2000; Lehman et al., 2009).

1.4 Complexo troponina

O complexo troponina é composto por trés subunidades: troponina C (TnC),
que liga calcio, e tem peso molecular de 18 kDa; troponina | (Tnl), que liga actina,
inibindo a atividade actomiosina ATPasica e tem peso molecular de 20 kDa;
troponina T (TnT), que liga a tropomiosina e tem peso molecular de 37 kDa (Gordon
et al., 2000; Ohtsuki & Morimoto, 2008).

A TnC encontra-se ligada a Tnl e a TnT, sendo responsavel por ligar calcio e
regular a contragao muscular. A TnC possui duas regides globulares conectadas por
uma longa hélice central. Cada regido contém dois sitios para ligagao de calcio. A
regido C-terminal tem uma alta afinidade para o calcio (107 M) e liga magnésio
competitivamente. Estes sitios sdo denominados sitios estruturais por aumentar a
interagcdo TnC-Tnl e, portanto, a ligacdo da TnC ao filamento fino. A regido N-
terminal tem menor afinidade para o calcio (10° M) comparada ao C-terminal,
entretanto apresenta alta seletividade para calcio sobre magnésio (Gordon et al.,
2000). Com a ligagdo de calcio a esta regido, a TnC sofre mudancgas
conformacionais, que leva a mudancas conformacionais na Tnl, na TnT e na
tropomiosina, liberando os sitios da actina para interagir com miosina.

A Tnl liga a TnC e a regido N-terminal da F-actina, inibindo a ligagdo da
miosina e ativacdo da sua atividade ATPasica. Ela ancora o complexo troponina
sobre o filamento fino na auséncia de calcio. A presenca de calcio € importante para
modular a interacdo Tnl-TnC. Na presenca de baixas concentragcdes de calcio,

ocorre ligacdo do C-terminal da TnC com a Tnl e em altas concentragbes de calcio
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ha uma forte interacdo da regido N-terminal da TnC com a Tnl, o que leva ao
enfraquecimento da ligagdo da Tnl com actina (Gordon et al., 2000), e libera o sitio
da actina para interagir com miosina.

A interagdo da TnT com TnC-Tnl-Tm aumenta a inibicdo da atividade
actomiosina ATPasica na auséncia de calcio. Portanto, na presenca de calcio, a
atividade actomiosina ATPasica € aumentada, e ocorre uma forte interacdo entre

troponina-T e troponina-C, enfraquecendo a ligagdo da TnT a tropomiosina.

™nC

™nT

Actina Tropomiosina

Figura 9: llustracdo esquematica do filamento de actina com o complexo regulatério
troponina-tropomiosina. Esferas cinzas representam a actina; em vermelho a TnC,
em verde a Tnl; em amarelo a TnT; e em azul a tropomiosina. (Gordon et al., 2000).
1.5 Sarcébmero

A fibra muscular é formada por unidades denominadas sarcémeros,
delimitados entre duas linhas Z. Os sarcébmeros sdo formados por uma banda
anisotropica (banda A) com zona H no meio da banda A, linha M no meio da zona H;
uma banda isotrépica (banda I) com a linha Z no meio dessa banda. A banda A
contém principalmente a miosina e quantidades variaveis da actina, dependendo do
comprimento do sarcémero. Cada filamento grosso € rodeado por seis filamentos

finos e forma um hexagono. Cada filamento fino encontra-se rodeado por trés

filamentos grossos, concluindo assim uma relagcdo de 2:1 no numero de filamentos
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finos e grossos. A zona H é formada por filamentos grossos. A banda | é constituida
principalmente de actina.

Entretanto, como mostrado na Figura 10, ha a presencga de outras proteinas
que sao responsaveis em garantir a estrutura do sarcémero bem organizada,
mantendo os filamentos de actina e de miosina em suas respectivas posicoes para
realizagcdo de uma boa contracdo muscular. Como exemplo, temos: a alfa-actinina,
responsavel por manter a actina alinhada e ancorada a linha Z (Telley & Denoth,
2007); a titina que é responsavel por ancorar o filamento de miosina na banda A,
fixando-se na linha Z e na linha M; a miomesina e proteina M, também ligantes de
miosina e na linha M; a proteina C ligante de miosina (MyBPC), a qual é responsavel
por alinhar os filamentos grossos na banda A, assim como o seu envolvimento na
regulagao da contragdo muscular (Tajsharghi, 2008).

Marcagao por imuno-fluorescéncia da alfa-actinina e miomesina tem sido
utilizada para estudar as mudancas do sarcoOmero, durante a contracdo muscular,
sendo possivel analisar mudancas no comprimento do sarcdbmero e no mecanismo

de deslizamento das miofibrilas (Telley & Denoth 2007).

Myosin | [toponin complex
Myomesin

S e \\. - e

a p
gt oo a&\

MyBP-C M-protein Tropomyosin

Actin

Figura 10: llustracdo do sarcomero, mostrando as regides da banda A, banda | e
linha M, e constituido dos filamentos finos (actina, troponina C, T e |, tropomiosina e
nebulina), dos filamentos grossos (miosina); e das proteinas ligadoras de miosina,
destacando-se a proteina-C ligante de miosina, titina, proteina-M e miomesina
(Tajsharghi, 2008).
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1.6 Contragao muscular

Na presenca do impulso nervoso, ocorre a liberacdo de acetilcolina da célula
pré-sinaptica para a fenda sinaptica. A acetilcolina liga-se aos seus receptores, na
célula pos-sinaptica (sarcolema), despolarizando a mesma, através dos tubulos
transversais, que sao invaginagdes da membrana, que levam este estimulo ao
reticulo sarcoplasmatico, que, entdo libera calcio no sarcoplasma. O calcio em
concentracdes micromolares (10° M™), no citoplasma da célula, liga-se & troponina
C e promove uma mudanga conformacional do complexo troponina, desloca a
tropomiosina para o centro do filamento de actina, liberando assim os sitios para
ligacdo de miosina. A contragdo muscular ocorre por deslizamento dos filamentos
finos sobre os filamentos grossos, sem que ocorra variagdo do comprimento dos
filamentos (Huxley & Hanson, 1954), com encurtamento do sarcomero por
aproximacao das linhas Z. O comprimento da banda A permanece constante, com
variagdo do comprimento da banda | e da zona H proporcional ao grau de
encurtamento ou estiramento.

A miosina que liga ATP no seu sitio catalitico vai hidrolisa-lo, formando os
produtos ADP e fosfato (Pi). Em seguida, liga-se a actina, e comega assim, o ciclo
catalitico. A miosina sofre uma mudanga conformacional com a energia liberada pela
hidrolise do ATP (cabega da miosina a 90° em relagcdo a cauda) e promove o
deslizamento do filamento fino sobre o flamento grosso, e libera entdo os produtos
Pi e depois o ADP. Ao liberar os produtos, a miosina e actina ficam ligadas em
pontes fortes, no estado de rigor (cabega da miosina a 45° em relagdo a cauda),
sendo necessario uma nova molécula de ATP para promover o desligamento da
cabeca da miosina da actina para que a contragdo muscular possa continuar

ocorrendo (Figura 11). Este ciclo catalitico foi caracterizado por Lymn & Taylor
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(1970), sendo posteriormente ampliado, como relatado por Geeves & Holmes
(1999), Geeves et al. (2005) e Gordon et al. (2000). Este desligamento na presenca
de concentragdes fisioldgicas de forga idnica (KCI 150-200 mM) ocorre mais rapido

do que em concentragdes de baixa forga ibnica (10 mM) (Gordon et al., 2000).

\
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Rapid equilibrium Phosphate dissociates ADP dissociates ATP binding
free and bound Light chain domain rotates Head dissociates

ATP hydrolysis

Figura 11: Fases do ciclo catalitico da atividade ATPasica actina-ativada, onde no
primeiro estado o ATP localizado na cabega da miosina sofre hidrolise (A +
M.ADP.Pi), a miosina passa a ter afinidade para actina (A.M.ADP.Pi), e libera o
fosfato (A.M.ADP + Pi). O S1 sofre uma mudang¢a conformacional, o filamento de
actina desliza sobre o filamento de miosina; na quarta etapa libera o ADP, forma a
ponte de rigor (A.M). No ultimo quadro, uma molécula de ATP (A.M.ATP) na cabeca
da miosina leva a dissociagdo da acto-S1, em seguida volta para a primeira etapa
dando continuidade ao ciclo catalitico (Vale & Milligan, 2000).

Para que cesse a contracdo muscular, € necessario interromper o estimulo
nervoso, em que o ion calcio retorna para dentro do reticulo sarcoplasmatico, e o
complexo troponina-tropomiosina volta a ocupar seu lugar sobre o sitio de ligacao de
miosina na actina, interrompendo, dessa forma, a ligagao entre as duas proteinas e,
consequentemente, fazer cessar o ciclo catalitico.

1.7 Cinética

A anadlise dos transientes cinéticos permite identificar bioquimicamente as

populagdes intermediarias durante o ciclo ATP, determinando o tempo de vida e a

distribuicdo destes intermediarios, que definem a reacdo dominante no ciclo da
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ATPase, a qual pode explicar a velocidade e a constante de equilibrio, observada no
estado estacionario (De La Cruz & Ostap, 2009). Portanto, a analise in vitro do ciclo
catalitico envolve a ligagdo de actina ao subfragmento-1 da miosina (ks); a ligagéo
de ATP e isomerizagdo do complexo acto-S1 (k:+1ks+2); a clivagem do ATP (ki2q); @
liberacdo do fosfato (kisa); a liberagdo do ADP (k.4s); a dissociagdo do acto-S1 (kis),

como demonstrado no esquema 2 (baseado em Shaw et al., 2003).

k+1ak+2a k+3a k+4a
A.M4_' A.M.ATP4_' A.M.ADP.Pi4_' A.M.ADP 4_' A.M
k-1 ak-2a k-3a k'4a
k-5 k+5 k-6 k+6 k-? k+7 k-8 k+8
K+1d K+2d K+3d K+4d
A+M T A+M.ATP— A+M.ADP.Pi &«— A+M.ADP—Z A+M
K-1d K-24 K-3d K-4d

Esquema 2: Ciclo catalitico da actomiosina. A representa actina, M representa a
miosina, ATP adenosina trifosfato, ADP adenosina difosfato, Pi fosfato, k+ representa
a constante de velocidade na direcao da reacdo para hidrolise do ATP, e k.
representa a constante na direcdo oposta a hidrélise do ATP. A constante de
equilibrio da reacdo em cada passo (K) é dada pela relagao k./k. (baseado em Shaw
et al., 2003).

1.7.1 Cinética de ligacao entre actina e S1 (k.s)

A formacgao do complexo acto-S1 na auséncia ou na presenca de nucleotideo
ocorre em trés fases (esquema 3): formacéo inicial do complexo (colisdo — fase 1)
levando ao estado A (fraca ligagdo do S1 a actina), no qual ocorrem as interacdes
hidrofdbicas entre S1 e actina (equilibrio rapido — fase 2); em seguida ha um maior
rearranjo do complexo acto-S1 (isomerizagao — fase 3), levando ao estado R (estado
de forte ligacdo do S1 a actina) (Geeves et al., 2005). No mecanismo de
isomerizagao (fase 3) a actina e miosina apresentam-se mais fortemente ligados (K>

> 100) o que resulta maior concentragdo do complexo acto-miosina no estado R;
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porém, na presencga de nucleotideo, esta ligacdo se apresenta mais enfraquecida (Kz
<< 1) (De La Cruz & Ostap 2009; Geeves & Conibear 2005). Nesta tese, séo

utilizadas as constantes do esquema 2, mais detalhado do que o esquema 3.

Ko K1 K2
A+MNN) <= A~M(N)<—— AM(N) < AM(N)
I | I
Complexo Estado A Estado R
de colisao

Esquema 3: Representacao das trés fases de ligagdo da actina (A) a miosina (M) na
presencga ou nao de nucleotideo (N) (Geeves et al., 2005).

Para obtencado da constante de ligagao entre actina e S1, mistura-se pireno-
actina com variadas concentragdes de S1; o gradiente do ajuste entre kops vS. a

concentracao de S1 fornece uma constante de segunda ordem, k.s.

1.7.2 Cinética de dissociagao do complexo pireno-acto-S1 por actina ndao marcada,
na auséncia de nucleotideo (k:s)

Na dissociagdo do complexo pireno-actina-S1, é usado excesso de actina nao
marcada. A velocidade de dissociacao é a constante observada (kops), retirada por
uma constante de primeira ordem (k+s), como demonstrado no esquema 4.

Kss
A*AM+A — A*+AM
Esquema 4: Dissociacao do complexo pireno-acto-S1 por actina ndo-marcada. A*
representa pireno-actina, M representa miosina e A representa actina ndo marcada.

Estes experimentos de ligacdo entre pireno-actina e S1 na presenga ou
auséncia de actina ndo marcada analisam a afinidade entre estas duas proteinas. A
afinidade entre pireno-actina e S1, também pode ser estimado por medidas de

fluorescéncia no estado estacionario, titulando a pireno-actina com S1.
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1.7.3 Cinética de ligagdo do ATP ao complexo acto-S1 (K1 e ki2)

A ligacdo do ATP ao complexo acto-S1 diminui a afinidade da miosina para
actina, dissociando o complexo. A ligacado do ATP também ocorre em trés fases
(colisao, equilibrio rapido e isomerizagao). Para analise dessa etapa, novamente a
melhor metodologia € a utilizacdo de pireno-actina, a que promove melhor relagao
sinal-ruido, permitindo trabalhar com concentragdes de ATP acima de 20 mM (De La
Cruz & Ostap, 2009). Contudo, a pireno-actina também apresenta uma desvantagem
que é a impossibilidade de distinguir entre o estado de fraca ligagao (A.M.ADP.Pi) e
o estado de desligado do complexo acto-S1 (A + M; A + M.ADP). Nao obstante, a
técnica € muito usada com miosina Il e a dissociacdo do complexo acto-S1 é
realizada em variadas concentragcdes de ATP, nas quais, em baixas concentracdes
de ATP, o processo representa a ligagdo do ATP ao complexo pireno-acto-S1 e em
concentracdes saturantes de ATP, o processo observado é a isomerizacao, kiz. As
constantes sao obtidas através da equacdo 1, onde K representa o rapido equilibrio

e ki2 representa a isomerizagao (lorga et al., 2007).

Kobs = k+2K1  [ATP] Equacéo 1
1+ K{[ATP]
1.7.4 Afinidade para ADP (K4a)

A formacgéao do estado R (Esquema 3) reduz a afinidade do ADP para miosina
mais que 100 vezes e a dissociacao do ADP é acelerada em mais que 500 vezes
comparada com o estado A (Geeves & Holmes, 1999). A velocidade de liberagao de
ADP e a afinidade de ADP ao complexo pireno-acto-S1 sao mensuradas pela

inibicdo da velocidade de dissociacdo induzida por ATP, ao misturar ATP com o
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complexo pireno-acto-S1-ADP, de acordo com o esquema 5, onde a dissociagao
deste complexo pelo ATP depende da afinidade do ADP pelo sitio catalitico (De La

Cruz & Ostap, 2009; lorga et al., 2007; Shaw et al., 2003).

L

Esquema 5: Afinidade do ADP ao complexo acto-S1. k¢, representa a velocidade de
ligagdo de ATP ao S1 na auséncia de ADP e 1/K4, representa a afinidade de ADP ao
complexo acto-S1 (Shaw et al., 2003).

Quanto maior a concentragdo de ADP, mais miosina estara ligada ao
complexo, reduzindo assim a quantidade de miosina livre para a ligacédo de ATP que
leva a redugao da velocidade de dissociacdo. A intensidade de fluorescéncia do
pireno-actina aumenta quando é dissociado por ATP do complexo pireno-acto-S1-
ADP. A constante observada é de primeira ordem sendo descrita pela equagao 2,
onde ki, [ATP] é a velocidade de dissociacdo do complexo pireno-acto-S1 por ATP
na falta de ADP e K4, corresponde a constante da associacdo do ADP ao complexo

pireno-acto-S1 (Shaw et al., 2003).

Kobs = k1a[ATP] =
1 + [ADP)/Ksa Equacao 2

1.7.5 Cinética de liberacao de fosfato (k+3a)

Actina induz aceleragao da liberagao de fosfato (Pi) mais que 200 vezes, de
modo que este alcanga uma velocidade maior que 100 s™. Um método utilizado para
medir esse passo € uma proteina ligante de Pi fluorescente (FPBP) (Brune et al.,
1994). Esta proteina se liga ao Pi numa velocidade de aproximadamente 1000 s™,

com Km < 1 uM (Gordon et al., 2000); sendo assim, capaz de analisar uma liberagao
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de fosfato em tempo real com velocidade maior que 700 s (De La Cruz & Ostap
2009). A velocidade de liberacédo de fosfato também pode ser avaliada de maneira
qualitativa por medidas no estado estacionario, desde que neste processo esteja o
passo limitante do ciclo e que a populacédo inicial do complexo A.M.ADP.Pi se

mantenha.

1.8 Fenol

O fenol é um solvente organico formado por um anel benzénico e um grupo
hidroxila, tem caracteristica acida, devido ao anel aromatico estar ligado fortemente
ao oxigénio e a relativa perda de ligagao entre o oxigénio e o hidrogénio, com pKj,
em torno de 11. O fenol tem um coeficiente molar de 2.340 M-1cm-1 a 270,7 nm
(Berlman, 1971).

Este solvente tem sido utilizado como um bloqueador neuromuscular, através
da injecdo de 3-7% de fenol intramuscular no ponto motor (Jarrett et al., 2002;
Koman et al., 2004; Lee & Lee 2008; McCrea et al., 2004; Sung et al., 2001). O
ponto motor é identificado por estimulacao elétrica através de eletrodos colocados
sobre o musculo, ou por ultrassom guiado (Lee & Lee, 2008). O fenol causa a
degradacdo da mielina e do axdnio, reduzindo assim a hipertonia. E uma técnica
segura e de baixo custo para o tratamento de espasticidade, rigidez muscular
causada pela lesdo do primeiro neurdnio motor, por paralisia cerebral ou acidente
vascular cerebral. O efeito do fenol dura de 2 a 36 semanas (Patel & Soyode, 2005;
Tilton, 2006) até a regeneracao do neurdnio. O fenol pode causar enfraquecimento
muscular com incapacidade de desenvolvimento da forga muscular maxima devido a
neurdlise. Contudo, o musculo mantém uma forga suficiente para a realizagao de

movimentos funcionais (McCrea et al., 2004).
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Estudos do Laboratério de Quimica Fisiolégica da Contragdo Muscular do
Instituto de Bioquimica Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro
evidenciaram que o fenol (0,1-0,5%) diminui a tensdo isométrica maxima das fibras,
intensificando a afinidade aparente do calcio pela ThC (Machado, 2001) e aumenta a
atividade Mg*ATPasica do S1, sendo reversivel em concentragdes baixas (0,25-
0,5%) e irreversivel em concentragdes altas (1-2%). Na Mg**ATPase, o efeito
principal € de acelerar a liberagao de Pi e de ADP (Coelho et al., 2009). O fenol

também altera a estrutura terciaria do S1 (Coelho, 2007).
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Figura 12: Estrutura do fenol.
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2. OBJETIVOS

Caracterizar a modulacao da interacao acto-S1 de musculo esquelético na
presenca de fenol:
- Identificando o mecanismo de ag¢ao do fenol sobre a interacao e atividade actina-
ativada da Mg®*-ATPase da miosina;
- Caracterizando o ciclo catalitico na presencga de actina por cinética rapida;
- Analisando o efeito do fenol sobre a estrutura do S1.
Para melhor compreensao do trabalho, a tese foi dividida em duas partes:
» Primeira parte (a):
e Analisar a interacédo acto-S1 no estado estacionario na presenca de fenol
e Analisar a interacado acto-S1 por cinética rapida na presenca de fenol.
» Primeira parte (b):
e Analisar a interagdo acto-S1 no estado estacionario, apos pré-incubacao
do S1 com fenol por um tempo mais prolongado.
» Segunda parte:

e Analisar o efeito do fenol na estrutura do S1.
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3. METODOLOGIA

3.1 Purificagado de miosina

A miosina foi extraida da musculatura longissimus dorsi de coelho, seguindo o
protocolo de Bremel & Weber (1975). Apés morte do coelho, deve-se abrir o dorso e
expor o musculo longissimus dorsi no gelo por 30 minutos. Retirar o musculo, limpar,
moer e pesar. Para cada 100 gramas de musculo foi adicionado 300 ml de um
tampao contendo KCI 1M, KH,PO4 0,5 M, KOH 0,16 M pH 6,5 e deixou agitando
lentamente por 10 minutos no gelo. Em seguida foi adicionado 1200 ml de agua para
cada 100 ml da solugao contendo o musculo e permaneceu em agitagdo vigorosa
por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em gazes, adicionado ao mesmo 1800 ml
de agua para cada 100 g de musculo, e finalmente, mantido em repouso até o
musculo precipitar. Em seguida, descartou-se o sobrenadante, o precipitado foi
centrifugado a 8000 rpm a 4°C por 30 minutos. O precipitado foi, entdo, ressuspenso
com KCI 600 mM e homogenizado no potter. Adicionou-se o dobro do volume com
agua e centrifugado novamente com 8000 rpm a 4°C por 30 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em gazes, adicionado 7 vezes o volume de agua e
centrifugado a 8000 rpm a 4°C por 30 minutos. O precipitado obtido foi utilizado para
repetir os passos de alta forga ibnica e baixa forga ibnica. Por fim, o precipitado foi
ressuspendido (miosina purificada) com KCI 600 mM, imidazol 50 mM e glicerol 50

% e estocado a - 20°C.

3.2 Preparacéao do subfragmento-1
O subfragmento-1 foi obtido segundo o método de Weeds & Taylor (1975).

Apds a ultima etapa da purificacdo da miosina o precipitado foi ressuspenso em
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NaCl 120 mM, fosfato de sédio 20 mM pH 7 e EDTA 1 mM; e quimiotripsinizado por
10 min com 50 pg/ml de alfa-quimiotripsina tratada com cloridrato de N-a-tosil-L-
lisina clorometil cetona (inativa a tripsina presente na quimiotripsina sem alterar sua
atividade), sendo a reacao parada com 300 uM de fluoreto de fenilmetilsulfonil. Apos
esta etapa, a solucao foi dialisada durante 12 h contra Imidazol 50 mM pH 7,0 e
ditiotreitol (DTT) 1 mM, centrifugada a 120.000 x g por 90 min e descartado o
precipitado (contendo a cauda e o material ndo digerido). O sobrenadante (S1) foi
concentrado, submetido a cromatografia de troca ibnica e dosado no
espectofotdmetro a 280 nm. O S1 foi dialisado novamente em Pi 10 mM, KCI 100
mM, imidazol 20 mM pH 7,0, DTT 0,2 mM e EDTA 0,2 mM, sendo a solucao final do
S1 estocada em 50% de glicerol no nitrogénio liquido, em aliquotas de 0,4 ml.

Para uso experimental a proteina foi dialisada novamente por 12 h em tampéo
contendo Hepes 50 mM pH 7,0, KCI 50 mM e DTT 0,5 mM, centrifugada a 330.000 x

g a 4°C por 22 min e dosada usando E14,2%°=7,5 (Muhlrad & Chaussepied, 1990).

3.3 Purificagao de actina

A actina foi extraida segundo Pardee & Spudich (1982b) do musculo peitoral
de galinha. Apds limpar e moer o musculo, para cada 100 g, foi adicionado 300 mi
do tampao contendo KCI 100 mM, KH,PO4 137 mM, KoHPO4 63 mM pH 6,5 e ficou
sob agitacao por 10 minutos. Em seguida a solucgéo foi filtrada em gazes, essa foi
desprezada. Ao nao filtrado foi acrescentado 600 ml de NaHCO3; 50 mM a cada 100
g para retirar a troponina, tropomiosina, miosina e colocado sob agitacédo por 10
minutos. A solucgao foi filtrada novamente, descartando o filtrado, e ao nao filtrado foi
adicionado agora 300 ml de NaEDTA 1 mM para quelar ions. Em seguida a solugéo

foi filtrada e repetido este passo novamente. Ao filtrado foi acrescentado 300 ml de
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acetona para cada 100 g e colocado sob agitagdo por 10 minutos e filtrado
novamente. O processo de filtragem com acetona foi repetido por 4 vezes. Por fim, o
po cetdnico de actina foi deixado na capela para evaporar toda a acetona e estocado

a 4°C.

3.4 Polimerizacao de actina

A actina foi extraida a partir do pd cetdnico de actina (3 g) com tampéo
contendo Tris-HCI 2,5 mM pH 8,0; CaCl, 0,2 mM; ATP 0,2 mM e DTT 0,5 mM com
volume final de 50 ml, sob agitagdo a 4°C por 10 minutos. Em seguida, foi
centrifugada com 25.000 x g a 4°C por 10 min para extrair a actina para o
sobrenadante. O residuo do pd cetdnico de actina passou por este processo por
mais duas vezes. Em seguida, foi adicionado KCI 50 mM e MgCl, 2 mM ao
sobrenadante (90 - 150 ml), que foi colocado sob agitagdo em temperatura ambiente
por 2 h para a polimerizagdo acontecer. Em seguida, foi adicionado 550 mM KCI
para retirar troponina e tropomiosina, ficando sob agitagdo por mais 30 min. A
mistura foi centrifugada com 165.000 x g a 4°C por 2 h para sedimentar a actina. O
sobrenadante foi descartado e a actina filamentosa no sedimento foi lavada com 1
ml de tampao contendo imidazol 20 mM pH 7,0, KCI 6,5 mM, MgCl, 5 mM, K;EGTA
0,5 mM, ATP 2 mM, azida 1,5 mM e DTT 1 mM por 3 vezes. Cada tubo com actina
foi estocado com 1 ml deste mesmo tampao a 4°C. Para utilizacdo da actina, o
precipitado foi ressuspenso com o tampao no qual foi estocado e dosado pelo
método colorimétrico com biureto (Gornall et al., 1949), comparada com o padréo de
albumina de soro bovina. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 540 nm.

O rendimento foi de aproximadamente 15 mg/ml e 6 ml.
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Para os experimentos de cinética rapida a actina foi colocada em dialise por
dois dias com troca de trés vezes do tampao (1000 ml) contendo Tris-HCI 2 mM pH
8,0; ATP 0,2 mM; CaCl, 0,2 mM; DTT 0,5 mM e azida 1 mM para despolimerizacao
da actina. A actina despolimerizada foi levada a centrifugagdo com 125.000 x g a
4°C por 75 min, e o sedimento descartado. Em seguida, colocou-se o sobrenadante
novamente em didlise por 4 h em 1000 ml de tamp&o de polimerizagao (Tris-HCI 25
mM pH 7,5; KCI 100 mM; MgCl, 2,5 mM; azida 3 mM e DTT 0,5 mM) na auséncia de
nucleotideo (De La Cruz et al., 2000). Apds a centrifugacdo com 125.000 x g a 4°C
por 75 min, o precipitado de cada tubo, foi ressuspenso com 1 ml de tampao de

polimerizagao e utilizado no dia seguinte.

3.5 Marcacgao da actina com pireno

Para marcagdao da actina com pireno, usou-se o protocolo de Kouyama &
Mihashi (1981). Apds o protocolo de polimerizagdo da actina, a F-actina foi
ressuspensa com tampao de despolimerizagao (Tris-HCI 2 mM pH 8,0; ATP 0,2 mM,;
CaCl; 0,2 mM; DTT 0,5 mM e azida 1 mM), homogeneizada no potter, obtendo-se 5-
8 ml de actina, sendo posteriormente colocada em dialise por dois dias com troca de
trés vezes deste mesmo tampdo para despolimerizacdo da actina. A actina foi
centrifugada com 125.000 x g a 4°C por 75 min; o sobrenadante dialisado
novamente por 2 horas no mesmo tampao, mas sem DTT, seguido de mais 2 h em
tampao contendo Tris-HCI 25 mM pH 7,5; KCI 100 mM; MgCl, 2,5 mM; ATP 0,3 mM
e azida 3 mM para repolimerizagédo. Essa actina foi diluida a 1 mg/ml e adiciona-se
lentamente um excesso molar de 10 vezes de N-(1-pireno) maleimida diluida em
dimetilformamida (DMF) (estoque a 10 mM). Submeteu-se a actina com pireno a

agitacdo por 12 h a 4°C para a marcagao da actina, protegida da luz. Apos a
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marcacgao, centrifugou-se a pireno-actina a 125.000 x g a 4°C por 75 min, o
precipitado foi ressuspenso (5-6 ml) e colocado novamente em dialise 3x12 h com o
tampao de despolimerizacdo com DTT. Apds despolimerizagao, a pireno-actina foi
centrifugada a 125.000 x g a 4°C por 75 min, e o sobrenadante (4-5 ml) aplicado na
coluna (3 x 32 cm - 140 ml) de gel filtragcado S-300 para retirar agregados e pireno
livre, eluindo com tampé&o de despolimerizagao para obtencao da pireno-actina sem
contaminantes, na forma de G-actina.

Para dosagem da actina marcada usou-se a seguinte equagao:

Pireno-actina (UM ) = (A290-0,127*Az44) x 37,5 Equacéo 3,
baseada em Kouyama e Mihashi (1980).

E para dosagem do pirene foi utilizada a equacéo:

Pireno (UM) = Asss X 45,5 Equacéao 4
baseada em Kouyama e Mihashi (1980).

Para utilizagao da pireno-actina, a actina que saiu da coluna foi polimerizada
por dialise por 4 h em tamp&o contendo Tris-HCI 25 mM pH 7,5; KCI 100 mM; MgCl,
2,5 mM; azida 3 mM; DTT 0,5 mM na auséncia de nucleotideo (De La Cruz et al.,
2000). Centrifugou-se a actina com 125.000 x g a 4°C por 75 min e o pireno-actina
foi ressuspenso com 0,5 ml de tampao de polimerizacdo. Apds a polimerizacdo da
pirene-actina, adicionou-se rodamina faloidina (0,1 mg) para estabilizar o polimero
da pireno-actina. A actina apresentou 90 % de marcagdo com rendimento de
aproximadamente 1 ml com 100 — 200 uM; com marcacéao de 1:1 (pireno:actina).

A polimerizacao da actina € mais favoravel na auséncia que na presenca de
ATP. A actina polimerizada na auséncia de nucleotideo apresenta uma afinidade
ligeiramente menor para rodamina-faloidina comparado aos filamentos actina-ADP

(De La Cruz et al., 2000).
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3.6 Atividade Mg?*ATPasica do acto-S1

O S1 (0,05 mg/ml) foi pré-incubado com ou sem actina (0,5 mg/ml) na
presenca ou auséncia de fenol no meio de reacido contendo KCI 20-600 mM; Hepes
50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM durante 2 min a 25°C. Iniciou-se a reagdo com 3 mM
de ATP e parada com acido perclérico (0,1 N), contendo carvao ativado
(Grubmeyer & Penefsky, 1981) apds cada tempo de hidrélise. Apds centrifugacao a
1430 x g a 4°C por 25 min, o sobrenadante analisado pelo método colorimétrico de
Taussky & Shorr (1953) para quantificagdo de fosfato inorgéanico a 700 nm. Os
valores dos brancos (ATP que né&o foi hidrolisado) foram subtraidos dos valores
obtidos com as preparacdes com ATP hidrolisadas e multiplicadas pelo fator obtido

da curva padrao de fosfato.

3.7 Co-sedimentacao

O S1 (0,5 mg/ml) foi pré-incubado com actina (1 mg/ml) em condi¢ao de rigor
(sem nucleotideo) na presenca e auséncia de fenol (0,5%) no tampao contendo
Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM; EGTA 1 mM; e KCI 20 ou 50 mM em volume
final de 0,2 ml. Apds 2 min, a reagao centrifugada a 100.000 x g por 40 min a 4°C. O
S1 do precipitado foi ressuspenso neste mesmo tampao com 0,18 ml. O S1 do
precipitado e do sobrenadante foi quantificado por SDS-PAGE e densitometria.

Em condicao de pontes fracas na interagdo acto-S1 (presenca de ATP), apds
a formacdo deste complexo descrito acima, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso com o mesmo tampao (0,18 ml) na presenga de 5 mM de
ATP, na presenga ou auséncia de fenol. A reagdo centrifugada novamente a

100.000 x g a 4°C por 40 min. O S1 do precipitado ressuspenso neste mesmo
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tampao (sem ATP) com 0,18 ml. O S1 dissociado no sobrenadante quantificado por

SDS-PAGE e densitometria.

3.8 Eletroforese

As amostras foram preparadas com tampao de solubilizacdo 2 vezes
concentrado, com propor¢ao de 1:1 (v/v); aplicaram-se ao gel SDS-PAGE a 12% de
acrilamida, e separadas a 40 Amps por gel com corrente constante. Para
quantificacdo das bandas, o gel foi corado com Coomassie Blue, escaneado e

analisado através do programa Image Quant.

3.9 Espalhamento de luz no estado estacionario

Utilizou-se um espectrofluorimetro 6300 (Jasco Inc., MD, EUA), cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm, com excitacdo em 405 nm, e emissao entre
350 — 450 nm, e fendas de excitacdo e emissao de 2,5 nm. O complexo acto (5 uyM)
- S1 (2 uM) foi incubado na presenca ou auséncia de fenol (0,5%) no tampéo
contendo Hepes 50 mM pH 7,0; MgCl, 5 mM; EGTA 1 mM; e KCI 20 mM. Para
analise do efeito do fenol sobre pontes fracas, adicionou-se ATP 1 mM apéds
formagdo do complexo de rigor com ou sem fenol. A leitura realizada de 30 em 30

segundos por 2,5 min. O valor do branco subtraido do valor obtido com proteina.

3.10 Fluorescéncia no estado estacionario

Foi utilizado o espectrofluorimetro 6300 (Jasco Inc., MD, EUA), cubeta de
quartzo com caminho o6ptico de 1 cm; com excitacdo em 365 nm e emissao entre
400 e 415 nm, e fendas de excitagdo e emissao de 2,5 nm. A pirene-actina (0,4 pM)

misturada com diferentes concentragdes de S1 (0,4 — 20 uyM) na presenga ou
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auséncia de fenol (0,5%) em tampao contendo Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM

e KCI 20 mM. O valor do branco subtraido do valor obtido com proteina.

3.11 Cinética rapida

Para os experimentos de cinética rapida utilizou-se um instrumento stopped-
flow (Applied Photophysics SX17MV, UK), com comprimento de onda de excitagéao
em 365 nm, com filtro de 387 nm para cortar os sinais anteriores a este comprimento
de onda, permitindo um sinal de fluorescéncia de boa intensidade acima de 387 nm,
segundo Kouyama e Mihashi (1981), a 21°C.

Para analise da associagao acto-S1, foram empregados pireno-actina 0,2 uM,
e variadas concentragcbes de S1 (1-10 uM) com ou sem fenol 0,5%, com tampéo
contendo Hepes 50 mM pH 7,0, KCI 150 mM e MgCl, 5 mM. Nos experimentos de
dissociagao usaram-se pireno-acto-S1 a 0,4 uM na presenga ou auséncia de fenol
0,5%, ATP 40 uM e KCI 20 mM quando dissociado por ATP ou pireno-acto-S1 a 0,4
MM na presenca ou auséncia de fenol 0,5%, actina ndo marcada 10 uM e KCI 150
mM quando dissociado por actina ndo marcada. Outros componentes no tampao
foram Hepes 50 mM pH 7,0, MgCl, 5 mM. Nos experimentos de afinidade do pireno-
acto-S1 ao ADP foram utilizadas pireno-actina-S1 0,5 yM, ATP 40 uM e ADP 0 —
1500 uM no tampédo descrito acima com KCI 150 mM. O volume inicial de cada
seringa foi de 1 ml, com ejecdo a cada corrida de 100 pl. As concentragbes das
proteinas e dos nucleotideos referem-se aos valores obtidos apods diluigao.

Para cada experimento foram utilizadas trés preparacbes de proteina (S1)
diferentes, com 5 a 10 corridas para cada ponto. Todos os experimentos
aconteceram em velocidades maiores que o tempo morto do aparelho, sendo

possivel analisar e retirar a constante observada das curvas obtidas.
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Nos experimentos de associacdo do complexo pireno-acto-S1 e dissociagao
deste mesmo complexo por actina ndao marcada, foi realizado um controle com a
adicdo de apirase a pireno-actina para retirar qualquer contaminante de ATP. O
tratamento com apirase nao alterou o sinal.

O filtro com cut-off de 387 nm foi obtido através de uma lente de 6culos,
cortada com diametro de 25 mm e espessura de 1,5 mm. Foi verificado o cut-off
através da medida de transmitancia no espectrofotdmetro de varredura (Figura 13).
O sinal de fluorescéncia foi mensurado a um angulo de 90° a luz de excitagdo e o

filtro colocado entre a célula ética e o detector do stopped-flow.
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Figura 13: Transmitancia do filtro utilizado para os experimentos de cinética rapida.

3.12 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os dados de RMN foram adquiridos a 25°C em um espectrémetro Bruker
Avance Il 800 operando a 800.22 MHz no Centro Nacional de Ressonancia

Magnética Nuclear Jiri Jonas do Instituto de Bioquimica da UFRJ.
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Para analise da afinidade do fenol com o S1 foram realizaram-se os
experimentos de Diferenca de Transferéncia de Saturagdo (STD), utilizando a
sequéncia de pulso stddiffgp19, com sequéncia de supressdo da agua 3-9-19 com
gradiente (Watergate) (Piotto et al., 1992). Os espectros homonucleares foram
adquiridos como um pseudo 2D, com tempos de saturagdao de 1, 2 e 3 s. Foi
utilizado 20 yM S1, 300 — 2400 uM (0,003 — 0,022 %) fenol, num tampao contendo
10 mM ?H Tris (pH 7,0), 20 mM KCI, 5 mM MgCl,, 100% DO.

Outro experimento utilizado para analisar a afinidade do fenol para o S1, foi a
medida do Coeficiente de Difusdo Translacional (DOSY), utilizando a sequéncia
bipolar com eco estimulado - stebpgp1s19 com sequéncia Watergate. Espectros
homonucleares foram obtidos em 2D, utilizando gradiente de 0 a 30 G/cm com
tempo de difusdo de & de 4 ms e A de 50 ms, com 80 ms de tempo de mistura e 16
repeticdes. Usaram-se 20 yM S1, 300 — 2400 uM (0,003 - 0,022 %) fenol, no mesmo
tampao descrito acima. Os valores de intensidade do sinal em funcao da poténcia do
gradiente de campo magnético (g) foram utilizados na equacgao 5 (Stejskal & Tanner,
1965), para calcular o coeficiente de difusdo D, empregando o auto-programa de
DOSY para o calculo:

| = I exp (-Dy*g?5%(A-5/3) Equacao 5,
em que | representa pico da intensidade; lp € o pico da intensidade inicial; D é o
coeficiente de difusdo; g € o gradiente aplicado; y € o constante magnetogirica; d € a
duracgéao do pulso de gradiente; A é o tempo de difusdo.

Com o objetivo de detectar qualitativamente a interacdo do S1 com o fenol,
empregou-se um experimento de Espectroscopia de Correlagdo Heteronuclear de
um Quantum (2D ["*C "H] HSQC) com pré-saturacdo; para o S1 foram usados 1024

pontos complexos em t; e 100 pontos complexos em t; obtidos usando o método
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States-TPPI com 64 repeticbes. Para o S1 com fenol foram usados 1024 pontos
complexos em t; e 200 pontos complexos em t; obtidos, empregando-se o método
States-TPPI com 128 repeticoes.

Na tentativa de identificar o(s) sitio(s) da proteina que sofreu (sofreram)
perturbacdo do deslocamento quimico provocado pelo fenol obtidos no espectro de
HSQC, foram utilizados experimentos de 1D TOCSY e 1D NOEDIFF. Neste
experimento, a proteina foi excitada seletivamente nas frequéncias de 673,48;
645,74; 621,08; 1576,59; 1504,59; 2977,50; 619,54; 3456,80; 2328,00; 3455,24 e
5474,06 Hz. O 1D TOCSY seletivo foi adquirido substituindo-se o primeiro pulso por
um pulso leletivo de 50 ms formato gaussiano; 800 repeticdes. O 1D NOEDIFF foi
obtido com tempo de saturacdo de 500 ms e 1 s; tempo de relaxacdo de 1,5 s e
pulso de saturacdo de 9,13 Hz; 2048 repeticdes. Foram utilizados 80 uM S1 e 170
MM (0,002 %) fenol no tampdo ja descrito. Utilizou-se uma tabela de estatistica
calculada para os deslocamentos quimicos selecionados dos atomos dos 20
aminoacidos (Biological Magnetic Resonance Data Bank -

http://www.bmrb.wisc.edu/ref info/statsel.htm)

O modelo de S1 de musculo esquelético de coelho (acesso NP_001103286
no pubmed protein) foi feito com base na estrutura de S1 de Dictyostelium
discoideum (1FMV) (Bauer et al., 2000), utilizando o programa SWISS MODEL

(http://swissmodel.expasy.org). Foi utilizado o mddulo “alignment interface” e o

alinhamento feito utilizando o] programa Clustall W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Os dois aminoacidos

desconhecidos (marcados como x) da sequéncia de coelho foram excluidos.

Coelho MRKDADMA I FGEAAPYLRKSEKER I EAQNKPFDAKSSVFVADPKE--SFVKATVQSREGG 58

1FMV- A --MNP IHDRTSDYHKYLKVKQGDSDLFKLTVSDKRY IWYNPDPKERDSYECGEIVSETSD 58
- - **: o : - . * - - -**** *: . - *-

Coelho KVTAKTEAGATVTVKEDQVFPMNPPKYDK I EDMAMMTHLHEPAVLYNLKE-YAAWMIYTY 117

1FMV- A SFTFKTVDGQDRQVKKDDANQRNP IKFDGVEDMSELSYLNEPAVFHNLRVRYNQDLIYTY 118


http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statsel.htm
http://swissmodel.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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Coelho SGLFCVTVNPYKWLPVYNAEVVTAYRGKKRQEAPPHIFSISDNAYQFMLTDRENQSILIT 177

1FMV- A SGLFLVAVNPFKRIPIYTQEMVD IFKGRRRNEVAPHIFAISDVAYRSMLDDRQNQSLLIT 178

Coelho GESGAGKTVNTKRVIQYFATIAVTGDKKKEEATSGKMQGTLEDQ I ISANPLLEAFANAKT 237

1FMV- A GESGAGKTENTKKVIQYLASVAG----- RNQANG---SGVLEQQILQANPILEAFGNAKT 230
***: :*::* :::* . _*_**:**:_***:****_****

Coelho VRNDNSSRFGKFIRIHFGTTGKLASADIETYLLEKSRVTFQLKAERSYHIFYQIMSNKKP 297

1FMV- A TRNNNSSRFGKF IEIQFNNAGF I SGAS I1QSYLLEKSRVVFQSETERNYHIFYQLLAGATA 290
_**:*********_*:*__:* -t * *--******** *x --** ******---_ .

Coelho DLIEMLLITTNPYDYAFVSQ-GEITVPSIDDQEELMATDSAIDILGFTSDERVSIYKLTG 356

1FMV- A EEKKALHLAG- PESFNYLNQSGCVDIKGVSDSEEFKITRQAMDIVGFSQEEQMSIFKIIA 349
- -*-- o ::_**- - _:_* **- * *** **-_-*--** *- .

Coelho AVMHYGNMKFKQKQREEQAEPDGTEVADKAAYLQSLNSDLLKALCYPRVKVGNEYVTKGQ 416

1FMV- A GILHLGN IKFEKGAGEGAVLKDKTALNAASTVFGVNPSVLEKALMEPRILAGRDLVAQHL 409

Coelho TVQQVYNAVGALAKAVYEKMFLWMVTRINQQLDTKQPRQYFIGVLDIAGFEIFDFNSLEQ 476

1FMV- A NVEKSSSSRDALVKALYGRLFLWLVKKINNVLCQER-KAYFIGVLDISGFEIFKVNSFEQ 468
*:: - _**_**:* ::***:*_:**: * - - ********:*****__**:**

Coelho LCINFTNEKLQQFFNHHMFVLEQEEYKKEGIEWEF IDFGMDLAACIELIE--KPMGIFS1 534

1FMV- A LCINYTNEKLQQFFNHHMFKVEQEEYLKEKINWTFIDFGLDSQATIDLIDGRQPPGILAL 528
- - Kk K- * E * * K- **- -* **---

Coelho LEEECMFPKATDTSFKNKLYEQHLGKSNNFQKPKPAKRKVEAHFSLVHYAGTVDYNITGW 594

1FMV- A LDEQSVFPNATDNTL I TKLHSHFSKKNAKYEEPRFSK----TEFGVTHYAGQVMYEIQDW 584
*:*:_:**:***_:: _**:_:_ 'k_ ::::*- :* :_*_:_**** * *:* _*

Coelho LDKNKDPLNETVVGLYQKSAMKTLAFLFTGTAAAEAEGGGKKGGKKKGSSFQTVSALFRE 654

1FMV- A LEKNKDPLQQDLELCFKDSSDNVVTKLFNDPNIASR-----——- AKKGANF ITVAAQYKE 636
*:******:: - ::_*- - **___ *_ ***:_* **:* ::*

Coelho NLNKLMTNLRTHSPHFVRS I IPNETKTPGAMEHELVLHQLRCNGVLEGIRICRKGFPSRI 714

1FMV- A QLASLMATLETTNPHFVRCI IPNNKQLPAKLEDKVVLDQLRCNGVLEGIRITRKGFPNRI 696
:* _**:_*_* _*****_****:_: *_ :*_::**_ _**

Coelho LYADFKQRYKVLNASAIPEGQF IDSKKASEKLLGS IDVDHTQYKFGHTKVFFKAGLLGLL 774

1FMV- A 1YADFVKRYYLLAPNVPRDAE--DSQKATDAVLKHLNIDPEQYRFGITKIFFRAGQLARI 754
.**** -** -* R - *k - **-- -* ---* *k - ** *k - ** ** * -

Coelho EEMRDDK 781
1FMV- A EEAREPN 761

E -

3.13 Reagentes
Os reagentes utilizados foram: Hepes, Tris, °H Tris, pirene-iodoacetamida,
ATP, ADP, acrilamida, DMF e DTT da Sigma Aldrich; MgCl, CaCl,, KCI, KOH,

KH>PO,, azida, acetona e imidazol da Vetec; fenol da Merck; rodamina faloidina da
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Invitrogen; SDS da Calbiochem; Sephacryl™ S-300 high resolution da GE

Healthcare; D>O; e membrana de dialise de 12 KDa de corte.

3.14 Analise dos resultados

Expressaram-se todos os resultados como média e erro padrao do numero de
experimentos com proteinas diferentes. Os experimentos foram obtidos usando as
equacgdes especificas para cada andlise no programa Sigma Plot 10.0 (Jandel
Scientific).

As equacdes para analisar ligagao e isomerizagao do ATP ao complexo acto-
S1 e afinidade do ATP ao complexo acto-S1 foram criadas no Sigma Plot de acordo
com as equagoes retiradas do lorga et al. (2007) e Shaw et al. (2003). Todos os
dados analisados através do teste t pareado de Student no programa Sigma Plot

usando p<0,05 como critério para diferenca significativa.
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4. RESULTADOS (parte 1a)
4.1 Acdo do fenol sobre a atividade Mg?*ATPase actina-ativada.

A concentragao de KCI foi diversificada com o objetivo de verificar se o fenol
afeta a atividade Mg?*ATPase actina-ativada no estado estacionario mesmo em
baixas concentragbes de KCI, em que o S1 é fortemente ligado a actina (Conibear,
1999; Katoh & Morita, 1996). O fenol promoveu um efeito ativador tanto na atividade
Mg?*ATPasica do S1 como na Mg**ATPasica actina-ativada do S1 (Figura 14A e
14B). Esta ativagdo provocada pelo fenol foi dependente de KCI na atividade
Mg?*ATPasica do S1 (Figura 14D) e ocorreu em todas as concentragdes de KClI
usadas neste experimento, na atividade Mg**ATPasica actina-ativada do S1 (Figura
14E).

Em concentracbes maiores de KCI ocorre a reducdo de afinidade entre
miosina e actina, consequentemente perdendo a ativacdo da atividade
Mg?*ATPasica do S1 promovida pela actina (Conibear, 1999), como verificado no
controle (Figura 14C). O fenol promoveu uma ativacdo na atividade Mg?*ATPasica
actina-ativada do S1 mesmo em altas concentragbes de KCI (Figura 14E), diferente
do efeito com S1 sozinho, sugerindo que o fenol, de alguma maneira, favorega a

ativacao pela actina.
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Figura 14: Efeitos do fenol na atividade S1-Mg?*-ATPéasica e S1-Mg?*-ATPasica
actina-ativada, variando a concentracdo de KCIl. Condigdes: Fenol 0 ou 0,5%;
actina 0 ou 0,5 mg/ml; S1 0,05 mg/ml; Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM. As
proteinas foram pré-incubadas no meio de reagao com ou sem fenol durante 2 min a
25°C. A reacgao foi iniciada com ATP 3 mM e parada com acido apds 2 a 10 min de
hidrolise, (A) na presenga de KCI 20 mM; (B) na presenga de KCI 50 mM; (C, D e E)
Atividade com 6 minutos de hidrélise na presenca de KCI 20-600 mM, onde o painel
C corresponde ao efeito do KCI na auséncia de fenol, o painel D ao efeito do fenol
sobre a atividade Mg?*-ATPasica do S1 e o painel E ao efeito do fenol sobre a
atividade Mg**-ATPasica actina-ativada. (X+SE; n=3). * teste-t pareado p < 0,05 em
relacdo ao controle sem fenol ou, no C, sem actina. Os valores na auséncia de fenol
foram consideradas como 100%, e em C sem actina. O valor absoluto da atividade
do S1 apresentou uma média de 84 nmol Pi.mg'/min para todas as concentracées
de KCI e da atividade acto-S1 apresentou um efeito bifasico, com 419 nmol Pi.mg
'min com KCI 50 mM, reduzindo a 63 nmol Pi.mg'/min com KCI 600 mM.
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4.2 Efeito do fenol na interacao acto-S1

Ap6s andlise da atividade da Mg?*-ATPase actina-ativada, na qual o fenol
promove um efeito ativador, o proximo passo foi verificar se o fenol estaria, portanto,
interferindo na interagao entre estas proteinas. Para esta analise foram utilizadas as
ferramentas de co-sedimentacdo, espalhamento de luz e fluorescéncia.

Nos experimentos de co-sedimentagdo, a ultracentrifugagcdo do complexo
acto-S1 na auséncia de ATP, faz com que a actina se sedimente, levando consigo o
S1 ligado a ela. Entretanto, a presenga de ATP em concentragao saturante, leva a
dissociagdo do complexo acto-S1, de modo que grande parte do S1 fica no
sobrenadante, ficando no precipitado somente o S1 que nao foi dissociado da actina.

O fenol alterou a formagdao do complexo acto-S1 quando a proteina foi
incubada em 20 mM KCI, apresentando menor quantidade de S1 no sobrenadante
(Figura 15A e 15B), o que representa uma maior interagao acto-S1 na presencga do
fenol em condig¢des de rigor. Nao foi detectado um efeito significativo na presencga de

ATP (Figura 15C).
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Fig.15: Efeito do fenol sobre a associacdo acto-S1 por Co-sed. Condigdes:
Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM; EGTA 1 mM; KCI 20 mM. O S1 (0,5 mg/ml) foi
pré-incubado com actina (1 mg/ml) com e sem fenol (0,5%). (A) Na auséncia de
ATP; (B) Gel demonstrando o resultado em A, que mostra sobrenadantes (lane 1 S1,
lane 2 S1 sem fenol, lane 3 S1 na presenga de fenol). A banda superior € do S1; a
banda inferior ndo foi identificada. (C) Apos formagdo do complexo na auséncia de
fenol, o precipitado foi ressuspenso com tampao contendo ATP 5 mM na presenca
ou auséncia de fenol. Em seguida, foi centrifugado novamente. O S1 no
sobrenadante sem fenol, na auséncia de actina, considerado como 100%. O S1 no
sobrenadante néo ligado a actina analisado por SDS-PAGE e densitometria. * teste t
para p < 0,05 em relagédo ao controle sem fenol (XtSE; n=6).
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Conforme mostrado na literatura (Muhlrad, 1991), a formacdo do complexo
acto-S1 aumenta o espalhamento de luz, o que indica particulas maiores. Esse
efeito € mais rapido e muito mais pronunciado na presenca de fenol, sem ATP,
evidenciando que mais moléculas de S1 interagiram com actina, o que demonstra
uma maior interacdo entre estas proteinas na presenca de fenol (Figura 16A).
Podemos observar que as proteinas, analisadas, separadamente, na presenca ou
auséncia de fenol, o espalhamento de luz € muito pequeno, quando comparado
apo6s formagao do complexo entre as proteinas (Figura 16A). Nao ha efeito de fenol
quando em presencga de 1 mM de ATP (Figura 16B).

Nos experimentos de fluorescéncia, a pireno-actina (0,4 uM) foi titulada com
variadas concentragdes de S1 (0,4-20 yM) para analise da afinidade. Com a ligagéo
da pireno-actina com S1, ocorre redugao da fluorescéncia (o S1 liga a actina na
regido entre o subdominio 1 e 2), e, portanto, conforme aumenta a concentragao de
S1, mais moléculas de pireno-actina se ligam ao S1, levando a maior redugédo da
fluorescéncia (Criddle et al., 1985; Kouyama & Mihashi, 1981). O fenol (0,5%)
promoveu uma maior associacao entre pireno-actina e S1, visto pela queda de
fluorescéncia da pireno-actina, proporcionalmente mais acentuada em menores

concentragdes de S1 comparada ao controle (Figura 17).
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Fig.16: Espalhamento de luz: Condi¢des do experimento: fenol 0 ou 0,5%; actina 5
MM; S1 2 uM; KCI 20 mM; Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM. O S1 foi pré
incubado com actina na presenga ou auséncia de fenol. (A) sem ATP; (B) apés
formagao do complexo, foi adicionado 1 mM de ATP. A formagao do complexo acto-
S1 monitorada por 2 min (um espectro a cada 30 segundos). Comprimento de onda
de excitacdo de 405 nm, varrendo de 350 — 450 nm. * teste t para p < 0.05 em
relacdo ao controle sem fenol (X£SE; n=5).
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Fig.17: Fluorescéncia: Associacao pireno-acto-S1 na presenca de fenol (0,5%).
Fenol promoveu reducdo da fluorescéncia da pireno-actina apés formacido do
complexo com S1 em diferentes concentragdes. No painel A, média de 3
experimentos. No painel B, um exemplo do sinal de fluorescéncia com S1 1,2 uM.
Condigdes do experimento: fenol 0 ou 0,5%; pireno-actina 0,4 uM; S1 0,4 — 20 uM;
KCI 20 mM; Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM. Excitagdo: 365 nm (X+SE; n=3).
Equacao utilizada para retirar a constante de afinidade foi y = yo + ae™.
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A atividade Mg**ATPase actina-ativada do S1 sofreu uma ativagdo
significativa na presenca do fenol, mesmo em concentragdes altas de KCI, o que
sugere uma promog¢ao de maior interacdo entre actina e S1. Essa hipdtese foi
apoiada nos experimentos de co-sedimentacdo, espalhamento de luz e
fluorescéncia (titulagao da pireno-actina com S1) no estado de rigor. No entanto, néo
observou-se maior interagcao na presencga de ATP.

O préximo passo foi analisar em qual das etapas do ciclo catalitico poderia
estar ocorrendo um efeito provocado pelo fenol, para justificar seu efeito na atividade
Mg*%-ATPase actina-ativada no estado estacionario. Para esta analise empregou-se
actina marcada com pireno, possibilitando a analise das etapas que ocorrem em

milisegundos a segundos no aparelho de cinética rapida.

4.3 Cinética de ligacdo do S1 a pirene-actina (k)

O S1 foi colocado em uma seringa com ou sem fenol e a pireno-actina em
outra seringa com ou sem fenol. A velocidade de ligagao entre pireno-actina e S1 na
presenca ou na auséncia de fenol foi verificada em 2 segundos em um meio
contendo 150 mM KCI, em que a afinidade entre actina e S1 € menor quando
comparada a concentragdes menores de KCI, para permitir analise da velocidade de
ligagao.

A ligacao entre S1 e pireno-actina acontece em duas fases, uma fase rapida
(ks rapida - interagdo entre actina e S1) e uma fase lenta (ks lenta — outras
moléculas (actina e S1) vao se associando, mais lentamente, comparada ao primeiro
momento), com amplitude destas fases de 2:1 respectivamente. Seguindo Shaw et
al., (2003) a fase rapida foi usada para calcular a associagcéo. As constantes de

segunda ordem sao obtidas do gradiente do ajuste linear entre as constantes
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observadas e a concentragdo de S1. Nao detectou-se diferenga significativa na
velocidade de formagao do complexo pireno-acto-S1 entre o controle e o fenol, com

ksde 2.63+0.6 e3.35+0.3 uM" s respectivamente (Figura 18B).
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Fig.18: Associacdo da pireno-actina com S1 na presenca de fenol (0,5%) por
cinética rapida. Em A, sinal de fluorescéncia obtido no experimento com ajuste de
dupla exponencial do controle e do fenol com S1 (1 uM). A Kkqps da fase 1 foi 8,11 s
para ambos, com amplitudes 0,299 e 0,229 para o controle e fenol respectivamente,
e a kops da fase 2 foi 1,11 e 0,78 s™' com amplitude de 0,181 e 0,097 para controle e
fenol respectivamente. As curvas residuais representadas acima, controle (preto) e
fenol (azul). Em B, velocidade (kops) da associagcéo pireno-actina com diferentes
concentragdes de S1. Condi¢des do experimento: fenol 0 ou 0,5%; pireno-actina 0,2
MM apos diluigdo; S1 1-10 uM apés diluicdo; KCI 150 mM; Hepes 50 mM (pH 7,0);
MgCl, 5 mM; 21°C. Excitagdo: 365 nm e filtro com cut-off 387 nm. (X+SE; n=3).
Equaco utilizada para obter kops foi y = yo + ae™ + ce™ e para obter k.s foi y = yo +
ax.
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4.4 Cinética de dissociacao da pireno-actina do S1 por actina ndo marcada (K+s)

O complexo pireno-actina-S1 foi colocado em uma seringa com ou sem fenol
e a actina ndo marcada em outra seringa na presenga ou na auséncia de fenol. A
pireno-actina e a actina ndo marcada foram dialisadas previamente contra um
tampao de polimerizagdo na auséncia de ATP, para evitar qualquer contaminagao
de ATP na dissociagao do complexo provocada por actina ndo marcada.

Verificou-se a dissociacao do complexo pireno-acto-S1 por competicdo com
excesso de actina ndo marcada durante 20 segundos, dando uma constante de
velocidade de dissociacao (k+s) de 0,205 + 0,015 s’ para o controle e 0,275 = 0,012

s™ na presenca de fenol (p < 0,05) (Figura 19).
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Fig.19: Dissociacao da pireno-actina-S1 na presenca e auséncia de fenol (0,5%)
por actina ndo marcada. Em A, sinal de fluorescéncia obtido no experimento com
ajuste de uma exponencial simples com kq,s de 0,22 e 0,28 s, com amplitude de
0,263 e 0,126 para o controle e fenol respectivamente. As curvas residuais
representadas abaixo, controle (preto) e fenol (azul). Em B, velocidade (Kops) de
dissociagao do complexo acto-S1 por 10 uM de actina ndo marcada. Condi¢des do
experimento: fenol 0 ou 0,5%:; pireno-actina 0,4 uM; S1 0,4 uM; actina 10 uM; KCI
150 mM ; Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM; temperatura 21°C. A concentragéo
das proteinas refere apds a diluicdo. Excitacdo: 365 nm com filtro 387 nm. * teste t
paréeado para p < 0.05 . (X£SE; n=3). Equacgao utilizada para obter kops foi y = yp +
ae™.
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4.5 Cinética de ligacéo e dissociagcado da pireno-acto-S1 por ATP

O complexo pireno-acto-S1 foi colocado em uma seringa na presenga ou
auséncia de fenol e na outra seringa ATP com ou sem fenol. A variagdo da
concentragdo de ATP, permite, em baixas concentracdes, a analise da ligagdo do
ATP (K1) ao complexo pireno-actina seguida pela dissociagcdo, e em concentragdes
maiores de ATP permite a analise de k., a isomerizagao do acto-S1.ATP que ocorre
antes da dissociagao da actina. Essas constantes sao obtidas através do ajuste da
equacao 1 aos dados da Fig. 20B. O fenol causou uma grande reducao da taxa de
isomerizagao do complexo pireno-acto-S1 provocado por ATP, com ki, = 211,3 %
16,9 s para fenol e 348,5 + 21,2 s para o controle apresentando diferenca
significativa por teste t pareado com p < 0,05; e um pequeno aumento da afinidade
do ATP para o complexo pireno-actina-S1 com 1/K; de 58,4 + 11,4 uyM e 35,1 £ 5,0

MM para o controle e fenol respectivamente (p > 0,05) (Figura 20).
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Fig.20: Ligacdo e isomerizagdo do ATP a pireno-acto-S1 na presenca de fenol
(0,5%). Em A, sinal de fluorescéncia obtido com a ligagdo de ATP (10 uM) seguida
pela dissociacdo da pireno-acto-S1, mostrando ajuste de uma exponencial simples
com kops de 66,0 e 55,3 s, com amplitude de 0,354 e 0,318 para o controle e fenol
respectivamente. As curvas residuais representadas abaixo, controle (preto) e fenol
(azul). Em B, velocidade (kops) de dissociagdo do complexo pireno-acto-S1 por
variacao da concentragdo de ATP. Em C, regido de 1 a 10 uM de ATP da figura B.
Condicdes do experimento: fenol 0 ou 0,5%; pireno-actina 0,4 uM; S1 0,4 uM; ATP
1-800 uM; KCI 20 mM; Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM; temperatura 21°C. A
concentracido das proteinas e do ATP referem-se aos valores obtidos apds diluicdo.
Excitagao: 365 nm com filtro 387 nm . teste t com p < 0.05 comparando o controle
com o fenol em ambas as constantes K e k:z (XtSE; n=3). Equacgao utilizada para
obter kops foi Yy = yo + ae™, e para obter K e k., foi utilizada a equacdo 1 kops =
KoK *([ATPY/1+K4[ATP)).
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4.6 Cinética de afinidade do ADP ao complexo pireno-acto-S1

Para a analise da afinidade do ADP ao complexo pireno-acto-S1 foi colocado
o0 complexo pireno-acto-S1-ADP na presenca ou na auséncia de fenol em uma
seringa e ATP com ou sem fenol em outra seringa, de acordo com o esquema 4. Na
Figura 21 observa-se que o fenol promove uma menor afinidade (1/K4s) do ADP ao
complexo, e também diminui a constante observada na auséncia de ADP (k1,[ATP]).
A constante de afinidade obteve-se através da equacéao 2, ajustada aos dados da

Figura 21B.
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Fig.21: Afinidade do ADP ao complexo pireno-acto-S1 dissociado por ATP na
presenca de fenol (0,5%). Condigbes do experimento: fenol 0 ou 0,5%; pireno-
actina 0,5 yM; S1 0,5 uM; ADP 0 — 600 uM; ATP 40 pM; KCI 150 mM; Hepes 50 mM
(pH 7,0); MgCl, 5 mM; 21°C. A concentragdao das proteinas, do ATP e ADP, se
refere aos valores apos diluicdo. As constantes encontradas nesse exemplo foram
1/K4a = 70,7 yM para o controle e 1/Kyq = 546 uM para o fenol, com ki1, = 2,68 €
0,63 uM's™ para o controle e fenol respectivamente; e Ksa = 14,1 x 10° e 1,83 x 10°
M~ para o controle e fenol respectivamente. Excitacdo: 365 nm, com filtro 387 nm
(X£SE de 5 a 10 tiros com a mesma proteina). A Tabela 1 mostra as médias para
trés preparacdes de proteina. Equagao utilizada para obter kops foi y = yo + ae™, e
para obter K4 e k41 foi utilizada a equagao 2 Kops = K+12*[ATP]/(1+ [ADP)/K4a).
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KCI (mM) Controle Fenol
ks (fase rapida) uM™" s™ 150 2,63+0,6 3,35+0,3
ks (fase lenta) uM™" s™ 150 0,6 +0,19 0,6 +0,15
kiss™ 150 0,205 + 0,015 0,275+ 0,012 *
Ks UM 150 0,077 0,082
Kga M’ 150 11,1 +3,1x10° 1,5+0,4 x 10°
1/K4a UM 150 98 + 27 736 + 189
kita UM 5™ 150 1,9+0,8 0,63 + 0,00
K1 uM-1 20 0,019 + 0,004 0,030 + 0,005 *
1/K1 M 20 58,4 + 11,4 35,1 +5,0
k+2 s-1 20 348 + 21 211 £ 17 *

Tabela 1: Parametros cinéticos do ciclo catalitico acto-S1 na presenca e auséncia

de fenol. * teste t com p < 0.05 comparado com o controle.
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RESULTADOS (parte 1b)
4.7 Efeito do tempo de exposicdo do S1 ao fenol sobre a atividade Mg*'-
ATPase actina-ativada

A injecao do fenol no ponto neuro-motor causa neurdlise da regido terminal do
axoénio. O fenol é absorvido também pelos tecidos adjacentes ao neurdnio, como o
tecido conjuntivo e muscular, e o contato com este perdura por algum tempo. O
préximo objetivo foi analisar se o fenol também exerceria algum efeito na interagao
acto-S1, quando pré-incubado com o S1.

O S1 foi incubado em tempos variados (2-10 min) com ou sem fenol; em
seguida adicionaram-se actina e ATP, e foi mensurada a atividade Mg®*-ATPase
actina-ativada do S1. O efeito ativador do fenol na atividade Mg?*-ATPase actina-

ativada perdido com o tempo (Figura 22).
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Fig.22: Efeito do tempo de exposicdo do S1 ao fenol sobre a atividade actina
ativada do S1. O aumento da exposicdo do S1 ao solvente, provoca a perda do seu

efeito de ativacdo na atividade Mg**-ATPase actina-ativada. Condigées: Hepes 50
mM (pH 7,0), MgCl; 5 mM, KCI 20 mM. O S1 (0,05 mg/ml) foi pré-incubado com ou

sem fenol (0,5%) com variagao temporal (2-10 min) no meio de reagdo. Em seguida
foram adicionados actina (0,4 mg/ml) e ATP 3 mM e acompanhada a hidrdlise por 4
min a 25°C. * teste t pareado para p < 0,05 em relagédo ao controle sem fenol (XtSE;

n=3).
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4.8 Efeito do fenol na interacdo acto-S1, quando o S1 é pré-incubado com fenol

O objetivo do préximo experimento foi verificar se apds incubagéo do S1 com
o fenol por 10 min, este perderia a capacidade de interagir com actina.

Para isso analisou-se a interacdo S1-fenol (10 min) com actina na presencga e
auséncia de ATP por cosedimentagdao. Nao foi comprovada diferenga significativa
em um meio contendo KCI 20 mM com e sem ATP (Figura 23A e 23B); porém com
KCI 50 mM apresentou diferenga significativa na interagao S1-fenol (10 min) + actina
na presenca de ATP, na qual menor quantidade de S1 foi dissociada pelo

nucleotideo (Figura 23D).
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Fig.23: Efeito do fenol sobre a associagcdo acto-S1 na presenca e auséncia de
ATP por co-sedimentacéo. Condigdes: Hepes 50 mM (pH 7,0); MgCl, 5 mM; EGTA
1 mM; (A,B) KCI 20 mM (C,D) KCI 50 mM. (A,C) S1 (1 mg/ml) foi pré-incubado com
ou sem fenol (0,5%) por 10 min antes da adigdo de actina (1 mg/ml). (B,D) Apos
incubacado das proteinas na presenca ou auséncia de fenol, adicionou-se ATP.
Quantificacdo do S1 no sobrenadante (ndo ligado) realizada por SDS-PAGE e
densitometria. * teste t pareado para p < 0,05 em relagdo ao controle sem fenol

(X£SE; n=5).
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Nos experimentos de espalhamento de luz, utilizou-se a mesma metodologia
descrita para os experimentos de co-sedimentagdo. O S1 pré-incubado com ou sem
fenol por 10 min, e em seguida adicionada actina, e analisado o espalhamento de
luz. A interagcao acto-S1 na presenca de fenol levou a um espalhamento de luz maior
quando comparado com o controle (Figura 24A). Pode ser observado novamente
que o espalhamento de luz, das proteinas isoladas na presenga ou auséncia de
fenol, € muito pequeno. Esta observacdo mostra que o fenol promove maior
interacdo do S1 com a actina, mesmo quando a proteina & pré-incubada com o
solvente, embora o nivel de espalhamento esteja menor do que quando analisada a
interacdo imediatamente, sem tempo de pré-incubagdo com o solvente (Figura 16A).

Apds formacdo do complexo acto-S1 com ou sem pré-incubagao com fenol
por 10 min, foi adicionado ATP e verificado o espalhamento de luz. Na presenca de
ATP, a actina dissociada do S1 quase por completo (68 %) na auséncia de fenol,
mantendo-se dissociado até 2 min de pds-incubagao. Na presenca de fenol, o ATP
levou a uma dissociagao igual ao controle no primeiro tempo de analise, porém a
dissociagdo nao se manteve até o final da analise (Figura 24B e Tabela 2),

sugerindo uma maior interagdo do S1 com actina na presencga do fenol.
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Fig.24: Espalhamento de luz: Efeito do fenol na interagdo acto-S1 na auséncia
(A) ou presenca (B) de ATP. (A) Apds 10 min de incubagédo do S1 com ou sem o
solvente, a actina € adicionada e a formagado do complexo acto-S1, acompanhada
por 2 min (um espectro a cada 30 segundos). (B) Andlise da dissociagao do
complexo acto-S1 por ATP 1 mM durante 2 min (um espectro a cada 30 s), apos
formagao do complexo S1-fenol (12 min) - actina. Condi¢gées do experimento: fenol
0,5%; actina 5 pM; S1 2 uM; ATP 0 ou 1 mM; KCI 20 mM; Hepes 50 mM (pH 7,0);
MgCl, 5 mM. * teste t para p < 0,05 em relagao ao controle sem fenol (X+SE; n=3).
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30 1,62
60 1,69
90 1,77
120 2,14

37,7
34,5
31,6
28,2
13,5

0,69 37,4
0,35 68
0,35 68
0,35 68,6
0,35 68,5

Tabela 2: Dissociacdo do complexo acto-S1 apds pré-incubacdo do S1 com

fenol por 10 min. %

indica a porcentagem de desligamento (queda do

espalhamento de luz) em funcédo do ultimo ponto de ligagdo acto-S1 com ou sem
fenol por 10’, sem ATP (mostrado aos 15 s). Dados da Fig. 24B.
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RESULTADOS (parte 2)
4.9 Andlises da interacdo S1-fenol por RMN

De acordo com os resultados registrados por Coelho (2007) e pelos
resultados encontrados neste trabalho, o fenol parece ligar diretamente ao S1. Com
isso vem o interesse de verificar como seria este tipo de ligagao (fraca ou forte) e o
possivel local de ligagdo do fenol na proteina. Foram, entdo, realizadas algumas
analises por ressonancia magnética nuclear, as quais evidenciaram que o fenol liga-
se com média a alta afinidade a proteina S1 (Figuras 26, 27).

Para analisar a afinidade do fenol para S1, realizaram-se experimentos de
STD (Diferenga de Transferéncia de Saturagdo), nos quais se da um pulso de
saturagao seletiva na proteina. A saturagao se espalha por todos os hidrogénios da
proteina através de difusao de spin (Mayer & Meyer, 1999). Se o fenol se encontrar
ligado ao S1, a saturacdo sera transferida também para esta molécula. Este
experimento é eficiente somente se o regime de troca entre o fenol ligado e
desligado ocorrer rapidamente, tipicamente em microsegundos. Se o regime de
troca rapida for verificado, pode-se utilizar excesso do ligante (fenol) em relagéo ao
receptor (S1). Tipicamente, obtém-se o regime de troca rapida entre o estado de
fenol ligado ao S1 e fenol livre, em uma ligagado de média a baixa afinidade (Kd > 10
6 M), onde é verificado mudangas no espectro com redug¢ao da intensidade do pico
na regidao do fenol (demonstrando a transferéncia de saturagdo da proteina para os
hidrogénios do fenol).

No caso de ocorrer uma ligagdo em regime de troca lenta entre o estado de
fenol ligado ao S1 e fenol livre, o fenol no estado ligado permanecera por mais
tempo ligado. Assim, ndo € possivel detectar mudangas no espectro pela

transferéncia de saturagdo, o que significa uma ligacdo de média a alta afinidade
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entre o fenol e S1, verificando-se somente o sinal do fenol livre. A Figura 25
demonstra um esquema de interagao entre um receptor e um ligante, e a formagéao

deste complexo, ilustrando o experimento de STD.

Ligante livre
/_V Pulso H H H|
o e
¢ aumentando

Figura 25: llustracdo da formacao de complexo entre um receptor e um ligante:
A esquerda da figura demonstra a formagdo deste complexo, com um pulso de
saturagao na proteina sendo transferido para os hidrogénios destacados do ligante.
Isto demonstra uma ligagdo em regime de troca rapida entre o ligante complexado e
o ligante livre, o que leva a transferéncia de saturagdo. Note que quanto mais
proximo o hidrogénio do ligante estiver do receptor, mais eficiente € a transferéncia
de saturagao (Mayer & Meyer, 2001).

Como resultado no experimento de STD, temos duas hipoteses. A primeira é
de estar havendo uma ligacdo em regime de troca lenta entre fenol e S1, devido a
uma ligacdo de média a alta afinidade. Esta conclusdo se deve ao fato de n&o
termos encontrado diferengas de saturagdo no espectro na regido do fenol (Figura
26B), assim como demonstrado no sinal da regido do tampéo Tris (Figura 26A) onde

o tampao tem uma ligagdo de troca rapida com a proteina. A segunda hipotese é

nao haver ligagao entre fenol e S1.
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Fig.26: RMN — Diferenca de Transferéncia de Saturacao (STD): O fenol liga ao S1
em regime de troca lenta, sugerindo média - alta afinidade de ligagao S1-fenol. (A)
Sinal do espectro na regidao do tampéao. A ligagdo do tampé&o a proteina ocorre em
regime de troca rapida; observa-se o sinal de diferenca de saturagdo em azul. (B)
Sinal do espectro na regido do fenol (300 uM). Nao ha sinal de diferenga (azul)
Condicdes do experimento: S1 20 pM, fenol 300 — 2400 uM (0,003 — 0,022 %), H
Tris 10 mM (pH 7,0), KCI 20 mM, MgCl, 5 mM, D,O 100%.
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Outro experimento utilizado para analisar a interagao entre fenol e S1, foi a
medida do Coeficiente de Difusdo Translacional (D) do fenol, em que empregaram-
se varios pulsos de gradiente que levam a redugdo de intensidade do sinal
proporcional a D (Figura 27A). Obtém-se uma curva de intensidade do sinal em
funcdo da poténcia do gradiente, na qual é possivel retirar a medida de D (Morris &
Johnson Jr, 1993; Balayssac et al., 2009).

Utilizaram-se diferentes concentragdes de fenol para uma concentracéo fixa
de S1. Se a ligagdo ocorresse em regime de troca rapida, esperar-se-ia uma
dependéncia de D em funcdo da concentracdo de fenol. Assim, em menores
concentracdes de fenol, o coeficiente de difusdo seria menor, no valor aproximado
ao da proteina. Com o aumento da concentragao de fenol, D aumentaria, atingindo
valores de D do fenol livre.

Nossos experimentos mostraram que em todas as concentracbes de fenol
testadas obtive-se 0 mesmo valor de D, valor este relativo ao fenol livre. Portanto,
tem-se, de novo, duas possibilidades, ou a ligagado fenol-S1 se da em regime de
troca lenta, compativel com ligagédo de média a alta afinidade para o S1, ou ndo ha

ligacao (Figura 27B).
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Fig.27: RMN — Medida de Coeficiente de Difusdo Translacional (DOSY): A.
Exemplo dos valores obtidos de intensidade do sinal a 7,238 ppm com D = 1,16 x 10°
® m?/s (fenol 600 pM) em funcdo da poténcia do gradiente de campo magnético. B.
Valores de D em fungao da concentragao de fenol. Observou-se que o fenol se liga
ao S1 em regime de troca lenta, sugerindo média - alta afinidade de ligagdo S1-
fenol. Valor esperado para o fenol livre 0,6 x 10° m?s e para o S1 6 x 107" m?/s.
Condicdes do experimento: S1 20 pM, fenol 300 — 2400 uM (0,003 — 0,022 %), H
Tris 10 mM (pH 7,0), KCI 20 mM, MgCl, 5 mM, D,O 100%.
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Nos experimentos acima n&o conseguiu-se demonstrar interagcdo do fenol
com o S1. Para comprovar esta interacdo foi feito um espectro de correlagao
heteronuclear entre 'H e "*C naturais (2D ['°C,"H] HSQC) do S1 na auséncia e
presenca de fenol. A Figura 28 mostra que houve ligagéo, pois a presencga do fenol
provocou pequenas, mas significativas perturbagdes de deslocamento quimico de

hidrogénios e carbonos do S1.
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Fig.28: 2D [**C,*H] HSQC: Alguns aminoécidos sofreram deslocamento quimico na
presenca do fenol, demonstrando ligacdo do mesmo ao S1 (setas pretas). (A,B,C)
Regides do espectro de HSQC (mostrada em D) aumentadas. (D) Espectro de
HSQC. O espectro em vermelho representa o S1 sozinho e em azul S1 com fenol.
Condigdes do experimento: S1 80 uM, fenol 170 uM (0,002 %), ?H Tris 10 mM (pH
7,0), KCI 20 mM, MgCl,; 5 mM, D20 100%.
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O S1 tem aproximadamente 110 kDa, com 840 aminoacidos, ndo sendo
possivel observar todos os aminoacidos neste espectro, o que é agravado pelo fato
de se ter utilizado a proteina sem marcagao isotrépica. O espectro de 2D [°C,'H]
HSQC mostra sinais de ressonancia de regides mais flexiveis da proteina. Como a
proteina € muito grande, espera-se que as regides mais rigidas nao estejam
representadas no espectro, pois relaxam muito rapidamente, via T2, levando ao
alargamento dos sinais para além da capacidade de deteccdo. O 2D ["°C,"H] HSQC
pode demonstrar mudangas no deslocamento quimico das cadeias laterais alifaticas
e aromaticas (Skinner & Laurence, 2008).

Tentou-se identificar o(s) sitio(s) de interagéo de fenol no S1. Apds observar
alguns aminoacidos com perturbagdo do deslocamento quimico na presenca do
fenol, foram realizados, entdo, experimentos de 1D TOCSY e 1D NOEDIFF com
excitagcao seletiva nestes locais que sofreram a perturbagcdo do deslocamento
quimico. Evidenciaram-se alguns sinais de correlagcdo que correspondem a
hidrogénios adjacentes ao hidrogénio saturado. O 1D TOCSY identifica hidrogénios
adjacentes dentro do préprio aminoacido, pois a correlagdo homonuclear se da
através de, no maximo, trés ligacdes quimicas entre dois 'H. O 1D NOEDIFF utiliza
o NOE (efeito nuclear Overhauser) que conecta hidrogénios proximos em até 5 A no
espaco (Figura 29).

Tanto os experimentos de 1D TOCSY seletivo, bem como de 1D NOEDIFF
geram correlagbes que permitirdo sugerir possiveis aminoacidos envolvidos na
interacdo. ApoOs analisar o aparecimento destes picos de correlacdo em
determinadas frequéncias, foram entdo identificados os possiveis aminoacidos
perturbados pela ligagcdo do fenol (Tabela 3), através da tabela de estatistica

calculada para os deslocamentos quimicos selecionados dos atomos dos 20



82

aminoacidos (Biological Magnetic Resonance Data Bank -

http://www.bmrb.wisc.edu/ref info/statsel.htm). Estes dados séo bastante limitados

para identificacdo do(s) sitio(s) de interagdo do fenol; porém, podemos verificar a
presenca de aminoacidos apolares na Tabela 3, principalmente o triptofano.

Com isso fez-se um modelo de S1 de musculo esquelético de coelho, com
molde no S1 de Dictyostelium discoideum 1FMV (Bauer et al., 2000), no qual
evidenciaram-se 5 triptofanos: W111, W130, W439, W509 e W594 (Figura 30A). Os
dois primeiros triptofanos se encontram na regido de 27 KDa e os trés ultimos na
regido de 50 KDa (Park & Burghardt, 2000). Ja é conhecido que o W511 é sensivel a
ligagdo de ATP. No espectro de 2D ["C,"H] HSQC verificam-se somente os
aminoacidos que estao em regides mais flexiveis, sendo provavel a ligagdo do fenol
nestes triptofanos que se encontram mais na superficie sdo os W111, W130 e W509

(Figura 30B e 30C).


http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statsel.htm
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Fig.29: RMN — NOEDIFF com pulso seletivo: Em A, o esquema exemplifica a
interacdo entre hidrogénios do mesmo aminoacido ou com aminoacidos vizinhos.
Em B, a seta verde indica o pulso seletivo na regido do aminoacido que sofreu
perturbacdo do deslocamento quimico na presencga do fenol. Setas pretas indicam o
aparecimento dos sinais que representam proximidade entre hidrogénios. Condi¢des
do experimento: S1 80 uM, fenol 170 uM (0,002 %), ?H Tris 10 mM (pH 7,0), KCI 20
mM, MgCl, 5 mM, D,0O 100%.
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seletiva (ppm)

Sinais de Sinais do Sinais do Possiveis aminoacidos
ressonancia NOEDIFF apés | TOCSY apos
modificados pelo pulso de pulso de
fenol (ppm) excitacao excitacao

seletiva (ppm)

Obs. controle

0,848 /18.149 3,27; 1,81 4.031; 4,703 | Trp, Tyr, Lys, lle, Cys, Arg, Asn
0,819/14,612 3,27; 1,81 4,671 Trp, Lys, lle, Cys, Arg, Asn
0.790/ 20,69 |3,26; 1,23; 8,44, 4,71;0,72 Trp, Tyr, lle, Cys, Asn, Pro, Leu
1.958 / 27,478 3,26; 1,24 Trp, lle
1,834 /27,69 3,27 1,86; 1,84 Trp, lle, Cys, Val
3.75/47,98 3,27 4,68 Trp, Cys, Asn
0,774/ 20,68 3,29; 10,49 4,72;0,812; | Trp, lle, Cys, Asn, Leu, His, Val
0,78
4,319 / 59,87 4,68; 4,33; 1,31Trp, Lys, lle, Cys, Arg, Asn, Leu,
Ala
2,9085 /52,735 4,72 Trp, Cys, Asn
4,3169 /59,89 1,08 1,33; 4,33; 4,71]Trp, Lys, lle, Cys, Asn, Leu, Ala,
Val, Thr
6,84 8,49; 1,24 Cys, lle, Pro

Tabela 3: RMN — 1D NOEDIFF e 1D TOCSY seletivo: Listagem dos possiveis
aminoacidos (tabela de estatistica calculada para os deslocamentos quimicos
selecionados dos atomos dos 20 aminoacidos) com que o fenol pode estar
interagindo no S1 de acordo com os resultados obtidos com os experimentos de 1D
NOEDIFF e 1D TOCSY. Condi¢des do experimento: S1 80 pM, fenol 170 uM (0,002
%), *°H Tris 10 mM (pH 7,0), KCI 20 mM, MgCl, 5 mM, D,O 100%.
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Figura 30: Modelo do S1: A. Modelo de S1 de coelho feito a partir do molde do S1
de Dictyostelium discoideum. Em vermelho sdo os triptofanos destacados (W111,
W130, W439, W509, W594), sendo trés na superficie (W111, W130, W509) e dois
mais no interior (W439 e W594) da molécula. B. Modelo do S1 de coelho com o
W509 na superficie marcado e em C os W111 e W130 marcados.
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DISCUSSAO

Os experimentos desta tese representam uma tentativa de entender os efeitos
do fenol na enzima (subfragmento-1) in vitro, mas também na for¢ga desenvolvida em
fibras musculares esqueléticas. O fenol reduz a tensao isométrica maxima de fibras
descascadas, sendo reversivel até 0,8 % de fenol (Machado, 2003). Entretanto, ele
aumenta a tensao de repouso (na auséncia de caélcio), o que pode significar a
promogao de interagao entre os filamentos de miosina e actina em alguma etapa do
ciclo catalitico (Machado et al., dados n&o publicados).

O fenol aumenta a atividade Mg?*-ATPase do S1 em cinco vezes (Coelho,
2007). Na presencga de actina, mostrado neste trabalho, o fenol também ativa a
atividade Mg**-ATPase do S1 em aproximadamente trés vezes, mesmo em altas
forga ibnica do meio (Fig. 14E). Estas proteinas num meio com baixa forga ibnica (20
— 100 mM) apresentam forte afinidade uma com a outra, e em alta forga iénica (300
— 600 mM) elas perdem afinidade, levando & ndo ativacdo da Mg?*-ATPase do S1
pela actina (Conibear, 1999; Gordon et al., 2000) como visto na Figura 14C.
Portanto, a ativagdo na presenca de fenol sugere que este promove uma maior
interagcéo entre actina e miosina em alguma etapa do ciclo catalitico, pois a ativagao
pela actina persiste em alta forga i6nica. Nossos dados seguintes dedicam-se a
investigar quais as etapas do ciclo catalitico que podem estar sendo afetadas pelo
fenol.

O fenol nao afeta a afinidade aparente do S1 para actina na presenca de
ATP, visto pela dependéncia da atividade na concentracdo de actina (Katpase)
(Machado et al., dados nédo publicados). Ndo obstante, nossos dados mostram
claramente que o fenol aumenta a interacéo entre actina e S1 no estado estacionario

na auséncia de ATP (Figs. 15A e 16A) e uma maior afinidade acto-S1, com Ky 5 para
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S1 = 0,2 yuM na auséncia de fenol e um valor menor, abaixo do limite mensuravel, na
presenga de fenol (Fig. 17A). Na presenca de ATP, por outro lado n&o ocorreu
diferencga significativa na interacdo acto-S1 dentro do tempo limite necessario para
realizagdo da medida no estado estacionario (Figs. 15C e 16B).

Coelho (2007) demonstrou que o aumento da atividade Mg**-ATPase do S1
na presencga de fenol se deve provavelmente a um aumento na liberacdo de fosfato.
Esse aumento persiste na presenca de actina.

O fenol promove uma redugéo na afinidade (1/K45) do complexo acto-S1 pelo
ADP (Tabela 1). A relagdo entre os valores para controle e fenol em dois
experimentos foi de 7,4 vezes, o que é consistente com um aumento na liberagéo do
ADP pelo acto-S1 na presenca de fenol.

Outros dados deste projeto demonstram que o fenol também promove uma
menor velocidade para ligagdo de ATP e isomerizagdo do complexo acto-S1.ATP,
sendo esta isomerizagdao o passo que limita a velocidade de dissociagdo do S1 da
actina provocada pelo ATP (Fig. 20B). Este achado é consistente com a redugéo na
ligacdo do ATP ao S1 isolado (Coelho, 2007). Estes dados se somam aos dados
obtidos no estado estacionario (Fig. 17A) para indicar que o fenol promove uma
maior afinidade entre actina e S1, o que explicaria uma maior interacdo destas
proteinas por co-sedimentagdo e espalhamento de luz (Figs. 15A e 16A), assim
como o aumento da atividade Mg?*-ATPase actina-ativada do S1 mesmo em
concentragbes maiores de KCI (Fig. 14E). Uma maior interagdo entre actina e S1
explicaria porque a ativagao pela actina persiste na presenca de fenol apesar de
haver concentragdes altas de KCI.

Nosso laboratorio comegou a trabalhar com nitrofendis (NPs), analogos de

fenol, ha mais de 10 anos. Tanto a tensdo isométrica quanto a atividade
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Mg?*ATPase actina-ativada do S1 s&o reduzidas na presenca de 2,4-DNP (Salerno
et al., 1997; Ribeiro et al., 2005), enquanto que a atividade do S1 e a afinidade entre
actina e S1 (vista na Kartpase) S80 aumentadas (Ribeiro et al., 2005). Isto sugere que
o DNP leva a uma maior afinidade entre actina e S1 em pontes fracas (A.M.ATP),
favorecendo a via de clivagem mais lenta do estado (A.M.ATP — A.M.ADP.Pi)
(Gordon et al., 2000). No caso do fenol, a via preferida seria a do controle, com a
miosina dissociada (M.ATP — M.ADP.Pi) (via de clivagem mais rapida), de acordo

com o esquema 6:

k+1ak+ a k+3a k+4a
AMe—>AMATPe—= A.M.ADP.Pi == A.M.ADP —2AM
R-1aR-2a |2-35\ k'4a
k-6 k+6 k. k+7
K+24
A+M.ATP =<— A+M.ADP.Pi
K-24

Esquema 6: O fenol aumenta a atividade actina ativada passando do estado
A.M.ATP — A + M.ATP, enquanto o DNP inibe a atividade actina-ativada passando
do estado A.M.ATP — A.M.ADP.Pi (processo mais lento), reduzindo a populagéo A
+ M.ATP. (A) actina, (M) miosina. Setas vermelhas indicam o trajeto do efeito do
fenol e em azul o trajeto do DNP.

Analisando os efeitos de outros compostos na interagao acto-S1, a atividade
Mg?*ATPase actina-ativada foi reduzida na presenca de hexanol, embora houvesse
aumento da liberacdo de fosfato do S1 (Komatsu et al., 2004); e na presenca de
BTS, com reducéo da liberacdo de fosfato em mais de 100 vezes na presenca de
actina e em mais de 20 vezes na auséncia de actina, assim como uma reducgao da
afinidade do S1.ADP a actina (Shaw et al 2003).

Podemos observar que o fenol parece potencializar os estados de forte
ligacao entre actina e S1, que sdo os estados A.M (estado de rigor) e o estado

A.M.ADP. O contrario foi visto por Komatsu et al. (2004), onde o hexanol levou a um
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aumento na afinidade do S1 para actina na presenca de ATP e redugao na presenca
de ADP ou na falta de nucleotideo. Isto resultou em aumento na interagdo acto-
miosina no estado de fraca ligacdo (A.M.ATP, A.M.ADP.Pi), reduzindo esta interagao
no estado de forte ligacao, efeito atribuido a uma diminui¢cao na interacéo hidrofébica
na interface entre miosina e actina.

Para tentar desvendar a origem do aumento da afinidade acto-S1 provocado
por fenol, foi aplicada a técnica de cinética rapida na auséncia de ATP. Neste estudo
a andlise da velocidade de ligacao (k.s) entre pireno-actina e S1 foi realizada em alta
forga ibnica (150 mM), assim como outros trabalhos com 200 mM KCI (Shaw et al.,
2003; Taylor, 1991). Shaw et al. (2003) analisaram o efeito do BTS sobre a
velocidade de ligagao entre S1 e actina na auséncia de ATP, nao verificando efeito
significativo. Resultado semelhante foi demonstrado neste trabalho na presenca de
fenol (Fig. 18).

Outro experimento para analisar a interacao entre actina e S1 foi mostrado na
Figura 19, onde a dissociacdo do complexo pireno-actina-S1 por actina ndo marcada
foi maior na presenca de fenol. Contudo, o efeito € muito pequeno e a relagéo (Ks =
k+s/K5) mostra um efeito desprezivel.

Em principio, um aumento na liberagcédo de fosfato do S1 (Coelho, 2007) e um
aumento na atividade Mg**-ATPase actina-ativada, junto com qualquer aumento na
interacao entre os filamentos de actina e S1, levaria a uma maior tensao isométrica
maxima em fibras descascadas, pois a entrada no estado M.ADP (capaz de formar
pontes fortes) seria facilitada. Entretanto, Machado (2003) mostrou que ha uma
reducdo da tensao isométrica maxima destas fibras. Acreditamos que esta queda
possa ser atribuida a diminuicdo da afinidade para ADP, um dos maiores efeitos

encontrados neste trabalho (Fig. 21). Essa queda de afinidade é consistente com a
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observacao da aceleragao da saida de ADP mostrada para S1 (Coelho et al., 2009)
e deve diminuir a populagdo de pontes fortes, responsaveis para a tensao
isométrica.

Efeito contrario foi visto por Shaw et al. (2003) com BTS: o BTS reduz a
liberacdo da saida de fosfato na presenca e auséncia de actina, reduzindo a
atividade Mg**-ATPase do S1 e do acto-S1, sem afetar a afinidade para ADP, e foi
observada uma grande reducdo da tensdo isométrica maxima de fibras
descascadas. Outro efeito contrario ao do fenol, foi visto por Komatsu et al. (2004)
que demonstrou que o hexanol promove uma reducdo da atividade M92+-ATPase
actina ativada e reducdo na tensdo isométrica maxima, similar ao efeito provocado
por BTS.

Como o fenol injetado na clinica perdura nos tecidos por algum tempo, neste
trabalho foi verificado o efeito do fenol apds 10 minutos de incubagdo com S1 e
posteriormente complexado a actina. Vimos que apods este tempo de incubacao o
fenol perde seu efeito ativador na atividade actina-ativada do S1 (Fig. 22), o que néo
ocorre quando o ATP esta ligado ao complexo acto-S1-fenol desde o segundo
minuto e a hidrolise é analisada durante 10 minutos, onde o efeito ativador do fenol
se mantem (Fig.14 A,B). Isto pode levar a conclusdao que a ligagdo do ATP e
isomerizagao do complexo ternario acto-S1-ATP apds 10 minutos com fenol deve
apresentar-se mais lenta comparada ao controle. Entretanto na atividade Mg2+-
ATPase do S1 apods pré-incubacao com fenol, este manteve seu efeito ativador,
mesmo com tempos maiores de incubacdo com S1, embora ocorreu mudanca do
centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca do S1 para o vermelho

(Coelho, 2007). A mudanga do espectro sinaliza uma maior exposi¢gao do triptofano
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ao meio, o0 que sugere um desenovelamento da proteina com possivel perda da sua
estrutura.

Contudo, nos experimentos de interacdo acto-S1 apoés pré-incubagao do S1
com fenol por 10 min foi verificada uma maior interagao acto-S1 provocada por fenol
na auséncia de ATP (Fig. 24A) e inclusive na presenca de ATP (Figs. 23D e 24B e
Tabela 2). Possivelmente, apdés um tempo de exposicao do S1 ao fenol, este passa
a ter efeito também nas pontes fracas entre actina e S1 (A.M.ATP; A.M.ADP.Pi).
Outro fator que nos chama a atencao € que a abertura do sitio catalitico provocada
pela actina promove uma reducao na afinidade para o ATP de 10.000 vezes e vice-
versa (Geeves et al., 2005). O que temos neste trabalho é uma maior interagéo
(Figs. 15A, 16A e 24A) e maior afinidade acto-S1 (Fig. 17A) provocada pelo fenol,
baseada em experimentos no estado estacionario.

O sitio de ligagao para a actina atravessa a boca da fenda entre a regiao
superior e inferior do dominio de 50 KDa do S1; a ligagdo do nucleotideo ocorre no
lado oposto ao sitio para actina. Quando a actina liga fortemente a miosina, esta
fenda se fecha, favorecendo a abertura do switch |, levando a ativagao da liberagao
do fosfato (Conibear et al., 2003; Reubold et al., 2003; Zeng et al., 2004) e
posteriormente a abertura do switch Il, o que favorece a liberagdo de ADP (Reubold
et al., 2003). O fenol também promoveu ativagao na liberagcado de fosfato e ADP do
S1 na auséncia de actina (Coelho 2007).

Com o objetivo de analisar a interagao S1-fenol e identificar o possivel local
de ligagao do fenol ao S1, foram utilizados experimentos de STD e DOSY por RMN,
0s quais evidenciaram uma afinidade de média a alta entre fenol e S1, corroborando
com os dados de mudangas estruturais no S1 provocadas pelo fenol (Coelho, 2007)

e as mudancas na interacdo do S1 com actina como evidenciadas nesta tese.
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No experimento de HSQC foi confirmada a ligagédo do fenol ao S1, ja que o
fenol perturbou o deslocamento quimico de diversos residuos do S1. Com isso
foram realizados os experimentos de NOEDIFF e TOCSY com saturacado de pulso
nas frequéncias destes residuos que sofreram perturbacdo no deslocamento
quimico, visando analisar qual o tipo de aminoacidos o fenol interagiu. Usando a
tabela de estatistica calculada para os deslocamentos quimicos selecionados dos
atomos contindo nos 20 aminoacidos, foi verificado que o fenol possa estar
interagindo com um ou mais triptofanos, provavelmente na superficie.

Fizemos um modelo do S1 mostrando seus cinco triptofanos, e vimos que trés
deles se encontram na superficie do dominio de 50 KDa, proximo aos sitios de
interagdo com ATP e com actina. Podemos sugerir que o fenol interaja com esses
triptofanos de modo a levar a uma maior interacdo acto-S1, provocando abertura do
switch | e Il e reduzindo assim a ligacdo de ATP e a isomerizagdao do complexo

ternario A.M.ATP, seguido pela dissociagao da actina.

ATP
v o
o Yy
[ 1
o
F/A AJF ' ADP A/A
Actina B Converter + tail @ Fenol
B8 Regizo de 50kDa do 51 Switch 4 Tiptofano

Figura 31: Modelo estrutural do ciclo ATPase actina-ativada do S1 na presenga de
fenol. O fenol possivelmente liga-se aos triptofanos na superficie proximo a ligagéo
de actina e nucleotideo, levando a uma forte interacdo acto-S1 e acelerando a
liberagdo dos produtos Pi e ADP. F/A switch 1 e 2 fechado e aberto
respectivamente. A/F switch 1 e 2 aberto e fechado respectivamente. A/A switch 1 e
2 abertos. Modelo baseado em Reubold et al. (2003).
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