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ABREVIACOES

ADP = adenosina bifosfato

ATP = adenosina trifosfato

CM = carboxi metil

DEAE = dietilaminoetil

D.O. = densidade optica

DTT = ditiotreitol

EDTA = acido etileno-diamino- tetracético
EGTA = acido etileno-glicol-bis (- amino-éter) - N, N, N', N' -tetracético
IPTG = isopropil- B- D- tiogalactopiranosideo
PAGE = gel de acrilamida

pCa = -log [Ca®"]

Pi = fosfato inorgénico

pl = ponto isoelétrico

psi = "pounds per square inch"

S1 = subfragmento 1 da miosina

Tn = troponina

TnC = troponina C

Tnl = troponina 1

ToT = troponina T



SUMMARY

The contraction of skeletal muscle is regulated by troponin and tropomyosin in a Ca®*
dependent manner. The troponin complex consists of three subunits: troponin C ('fnC), troponin I
(Tnl) and troponin T (TnT). Troponin C is the Ca** binding subunit, Tnl is the inhibitory subunit and
TnT binds tightly to tropomyosin.

Tnl and TnT are highly insoluble proteins at low ionic strengths, unless they are complexed
with TnC. The troponin complex can be reconstituted "in vitro" from the isolafed subunits simply by
mixing the subunits at equimolar ratios in urea, which is then removed by dialysis. In the first part of
this work a vector for the co-expression of TnC, Tnl and TnT in E.coli was constructed. Using this
vector we were able to produce a functional troponin complex assembled "in vivo" in the E.coli
cytoplasm.

The presence of TnT is required for the Ca>* dependent regulation of the skeletal muscle
contraction. The role of TnT in conferring full Ca>* sensitivity to the ATPase activity of acto-myosin
was analyzed. Deletion mutants of TnT were constructed by site-directed mutagenesis and expressed
in E.coli. Troponin complexes containing the TnT deletion mutants and/or Tnl deletion mutants, were
reconstituted and analyzed in thin filament binding assays and in ATPase activity assays. Based on
these studies, TnT was subdivided into three domains: the activation domain (comprised of
aminoacids 1-157), the mhibitory domain (comprised of aminoacids 157-216) and the TnC/Tnl dimer
anchoring domain (aminoacids 216-263). We demonstrated that the TnC/Tnl is anchored to the thin
filament through interaction between the amino-terminal domain of Tnl and the region comprised of
aminoacids 216-263 of TnT. A model for the role of TnT in the Ca** dependent regulation of muscle

contraction is proposed.



RESUMO

A contragio muscular esquelética é regulada pelo complexo troponina/tropomiosina de
maneira dependente de Ca**. O complexo troponina consiste de trés subunidades: a troponin‘a C
(TnC), a troponina I (Tnl) e a troponina T (TnT). A troponina C ¢ a subunidade que liga Ca™, a Tnl

A Tnl e a TnT sdo altamente insoliveis a baixas forgas iénicas, a nio ser que estejam
complexadas com a TnC. O complexo troponina pode ser reconstituido "in vitro" a i)anir das
subunidades isoladas simplesmente misturando-se as subunidades em razdes equimolares em uréia,
que depois é removida através de dialise. Na primeira parte deste trabalho um vetor para a co-
expressio da TnC, Tnl e TaT em E.coli foi construido. Utilizando este vetor nés produzimos um
complexo troponina funcional montado no citoplasma de E.coli.

A presenga da TnT € requerida para regulagio dependente de Ca®* da contragdo muscular
esquelética. O papel da TnT em conferir sensibilidade ao Ca®>* a atividade ATPasica da acto-miosina
foi analisado. Mutantes de delegio da TnT foram construidos através de mutagao sitio-dirigida e
expressos em E.coli. Complexos troponina contendo os mutantes de TnT e/ou mutantes de Tnl foram
reconstituidos e analisados em ensaios de ligagdo ao filamento fino e ensaios de ati\ddade ATPasica.
Baseado nestes resultados a TnT foi subdividida em trés dominios: 0 dominio ativatério (aminoacidos
157-216), o dominio inibitorio (aminoacidos 157-216) e o dominio de ancoragem do dimero TnC/Tnl
(aminoacidos 216-263). N6s demonstramos que o dimero TnC/Tnl estd ancorado ao filamento fino
através da interacdo entre a regido amino-terminal da Tnl e da regido carboxi-terminal da TnT
(aminoacidos 216-263). Um modelo para o papel da TnT na regulagiao da contragao muscular

dependente de Ca®* é proposto.



INTRODUCAO GERAL

1-A ESTRUTURA MUSCULAR

Os musculos estriados (esqueléticos e cardiacos) consistem de arranjos paralelos de fibras
musculares. Cada fibra muscular é combosta de miofibrilas que por sua vez sdo compostas por dois
tipos de filamentos: os filamentos finos, constituidos predominantemente de actina e os filamentos
grossos, constituidos predominantemente de miosina. No muisculo estriado estes filamentos estao

organizados em unidades de contragdo denominadas sarcomeros (esquema 1).

finha Z miosina  actina finha Z

% ——Ey——'mm;
[ sarcimero e

Esquema 1- Diagrama mostrando a organizagao dos filamentos finos e grossos no musculo estriado.

O deslizamento dos filamentos finos em relagdo aos grossos em direcio ao centro do
sarcOmero causa o encurtamento do sarcomero durante a contragio muscular (Huxley, 1972). A
forga entre os filamentos, que causa o deslizamento, € gerada pelas pontes cruzadas que sdo as
cabegas de miosina que se projetam para fora do filamento grosso e interagem ciclicamente com as

actinas do filamento fino. A cabega da miosina possui atividade Mg?*-ATPasica que ¢ ativada pela
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actina (para revisio ver Adelstein e Eisenberg, 1980). No misculo relaxado, a hidrolise do Mg>'-ATP
pela miosina ¢ lenta, sendo a liberagao dos produtos da hidrolise, 0 Mg>*-ADP e Pi, o passo limitante.
Durante a contragdo, a actina causa o deslocamento dos produtos de hidrolise ADP e Pi da cabega
da miosina e assim ativa a atividade ATPasica da miosina aproximadamente em 100 vezes. O modelo

padrio da contragdo muscular esta representado no esquema 2, abaixo.

S e W

do ATP

do ADP e Pi

Estado 1 Estado 2
cabega da mj AT AL)P
e roe | MR ) ' o
ca da cabeca
miosina miosina
solts-se da liga-se &
actine Estado 4 Estado 3 actina
ADP
S P
() o )
N /

Power stroke

Esquema 2- Modelo da contragao muscular. A figura mostra parte de um filamento fino (composto
de actina) e parte de um filamento grosso (composto de miosina). Apos a ligagdo do ATP a cabega
da miosina, esta se solta da actina (estado 1, miosina-ATP). A hidrélise do ATP ocorre gerando o
estado 2 (miosina-ADP-Pi). A cabega da miosina pode entéio ligar-se a actina gerando o estado 3
(acto-miosina-ADP-Pi). A liberagao dos produtos de hidrolise da cabega da miosina gera alteragdes
conformacionais na miosina que causam o "power stroke" (estado 4, acto-miosina). O ATP pode

ligar-se novamente a miosina, dissociando-a da actina e iniciando um novo ciclo.
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No misculo estriado este ciclo € regulado pelo Ca* através do complexo
troponina/tropomiosina. Um aumento nas concentragdes intracelulares de Ca*" desencadeia a ligagao
da miosina-ADP-Pi a actina estimulando a contragio muscular. O reticulo sarcoplasmatico dos
miisculos esqueléticos ¢ extremamente desenvolvido podendo causar rapidos aumentos ou
diminui¢des das concentragdes intracelulares de Ca**, permitindo assim um controle preciso dos
movimentos musculares (Gauthier, 1983).

O muisculo liso apresenta varias diferengas em relagio ao esquelético. Os filamentos finos e
grossos nao apresentam o mesmo arranjo espacial que o dos sarcomeros. O reticulo sarcoplasmatico
nio € tdo desenvolvido como nos miisculos estriados, e as mudangas nos niveis intracelulares de Ca?*
sa0 muito mais lentas (na ordem de segundos a minutos), portanto permitindo respostas contrateis
lentas. A contragio muscular lisa € regulada diferentemente por Ca**. Os musculos lisos apresentam
tropomiosina mas nio troponina. Nestes miisculos, a cadeia leve da miosina, que esta ligada a cabega
da miosina, inibe a atividade ATPasica regulada pela actina. Quando os niveis intracelulares de Ca**
se elevam, o Ca”" liga-se 4 calmodulina, e o complexo Ca**-calmodulina ativa a proteina quinase da
cadeia leve da miosina. A fosforilagido da cadeia leve da miosina por esta quinase, remove a inibi¢do
sobre a atividade ATPasica, gerando a contragio muscular (para revisio ver Somlyo e Somlyo,
1994).

2-0 MODELO DE IMPEDIMENTO ESTERICO

A interagdo entre a actina e a miosina que resulta na contragio muscular esquelética é
regulada através da ligagdo do Ca* ao complexo troponina/tropomiosina que juntamente com a
actina constitue o filamento fino. Ha mais de 20 anos, 0 modelo de impedimento estérico desta
regulagio foi proposto (Huxley, 1972; Haselgrove, 1972). Neste modelo, em baixas concentragoes
de Ca®™ a tropomiosina adotaria uma posigdo "off", na qual ela bloquearia fisicamente a ligagio da

miosina com a actina. Em concentragdes maiores, o Ca** ligaria-se ao complexo troponina causando



uma altera¢do na posigio da tropomiosina para a posi¢ao "on", na qual o sitio para ligagao da miosina
na actina estaria exposto. Este modelo amplamente citado baseou-se principalmente nas diferengas
dos padroes de difragao de raio X em musculos relaxados e contraidos (Huxley, 1972; Haselgrove,
1972; Parry e Squire, 1973).

O modelo de impedimento estérico prediz que na auséncia de Ca®* a interacdo da actina com
a miosina deve ser bloqueada. No entanto, estudos bioquimicos realizados por diferentes grupos nao
se mostraram compativeis com o modelo. Chalovich e Eisenberg (1982) por exemplo, demonstraram
que em baixas forgas idnicas a ligagdo do Ca* a troponina regula a atividade ATPasica da miosina
mas nio altera o grau de associagdo entre a miosina e a actina, como seria esperado. Este trabalho
representou um dos principais desafios a0 modelo de impedimento estérico, pois sugeria que a
tropomiosina nao controlaria a atividade ATPasica através da regulagdo da interagio da actina com
a miosina, mas através da regulagdo do passo limitante que € a liberagdo do Pi da cabega da miosina.
Neste caso, ndo seria a ligagao "per se" mas a transi¢ao da miosina de um estado fracamente ligado
para um estado produtor de forga fortemente ligado que seria modulado pela tropomiosina em
resposta a um aumento nas concentragdes de Ca**. Mc Killop e Geeves (1991; 1993) propuseram um
modelo segundo o qual haveria dois estados de interagio entre a actina e a miosina, um estado fraco
(estado A) e um estado forte (estado R). O estado R seria necessario para a ativagdo da atividade
ATPasica e produgdo da forga mecanica. A tropomiosina controlaria o passo de isomerizagdo entre
estes dois estados.

Recentemente as estruturas cristalograficas da actina (Kabsch et al., 1990) e do subfragmento
1 da miosina (S1) (Rayment et al., 1993) foram determinadas a uma resolugio de 2.8A. O
subfragmento S1 ou cabega da miosina corresponde ao dominio motor da miosina e contém os 840
ammoacidos amino-terminais da cadeia pesada da miosina mais as duas cadeias leves da miosina. A
estrutura de S1 mostra que a cabega da miosina apresenta duas fendas, uma que liga actina e outra
que liga ATP (Rayment et al., 1993). Rayment e colegas (1993) propuseram um modelo atémico
para o ciclo contratil da acto-miosina a partir da combinagfio destas estruturas cristalograficas com
reconstituigdes tridimensionais de baixa resolugio de filamentos de actina decorados com SI

(Milligan et al., 1990). O modelo esta representado no esquema 3 a seguir.
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de transicio

Esquema 3- Modelo para o ciclo contratil da cabega da miosina (Rayment et al., 1993). O sitio para
actina esta representado por uma abertura horizontal perpendicular ao eixo do filamento de actina.
Este sitio comunica-se com o sitio para o ATP através de uma fenda. Segundo este modelo o
fechamento da fenda que liga actina afetaria a ligagdo do nucleotideo ao seu sitio e vice-versa. Na
auséncia de ATP, a miosina formaria um forte complexo com a actina (A), pois a fenda que liga
actina estaria fechada. A ligagdo de ATP a miosina causaria a abertura desta fenda que romperia o
sitio de interagio forte da miosina com a actina, permitindo apenas a interagdo fraca (B). A hidrolise
do ATP e o fechamento do sitio para a ligagdo do ATP causariam uma alteragdo conformacional na
miosina (C). A miosina complexada com os produtos da hidrolise, ADP e Pi ligaria-se primeiro
fracamente a actina através do sitio estéreo especifico e em seguida fortemente, causando um
fechamento da fenda de ligagdo a actina, que por sua vez diminuiria a afinidade do Pi pela molécula.
O Pi seria liberado causando o micio do "power stroke"” (D). Isto resultaria na reabertura do sitio de
higagio ao ATP e consequentemente fechamento do sitio de ligagéo a actina, e o estado de rigor (E),

fechando o ciclo.

Trés tipos de interagdes da cabega da miosina com a actina foram detectadas por Rayment

e colegas (1993): (i) uma interagio i6nica envolvendo uma alga flexivel, que poderia ser detectada
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apenas em baixas forgas idnicas, (ii) uma interagao fraca, Que seria estéreo especifica e envolveria
aminoacidos hidrofobicos, (ili) uma interagao, forte, que resultaria do fortalecimento da anterior
devido ao recrutamento de algas hidrofébicas adicionais. Portanto a tropomiosina poderia bloquear
um destes sitios e ainda assim permitir a formagao (improdutiva) do complexo acto-miosina, o que
explicaria os dados de Chalovich e Eisenberg (1982).

Se o modelo do impedimento estérico € correto, a tropomiosina deveria bloquear fisicamente
pelo menos uma das interagdes da acto-miosina descritas acima. Durante muito tempo as evidéncias
obtidas a partir de microscopia eletronica eram inconclusivas devido a confusio a respeito das
posiqéeé relativas da actina, tropomiosina e miosina. Dados recentes obtidos por Lehman e colegas
(1994) a partir da reconstituigdo tridimensional da estrutura dos filamentos finos do caranguejo
Limulus na presenga e auséncia de Ca®>* esclareceram pela primeira vez o efeito do Ca** na posigio
da tropomiosina. A reconstitui¢ao tridimensional do filamento fino de Limulus mostra que a posigao
"off" da tropomiosina, na auséncia de Ca®*, € aproximadamente centrada no sitio de ligagio da
miosina na actina, onde ela pode efetivamente bloquear a ligagdo com a miosina; na presenga de Ca**,
a tropomiosina move-se aproximadamente 25° ao redor do filamento de actina para a posi¢io "on",
descobrindo completamente o sitio de ligagdo a miosina. A posigao adotada pela tropomiosina no
estado "off" dos filamentos finos de Limulus coincide com o sitio de interagdo estéreo especifico
entre a actina e a miosina descrito por Rayment e colegas (1993). Lehman e colegas sugerem que a
tropomiosina no estado "off" poderia bloquear esta interagdo e desta forma interferir na transigio da
ligagdo fraca para forte da acto-miosina. Estes resultados fornecem portanto suporte direto para a
importancia dos efeitos estéricos na ativagio da contragdo muscular.

Holmes (1995) propds um modelo para a regulagdo da interagdo acto-miosina pela
tropomiosina que combina as informagdes estruturais obtidas através do modelo atomico de Rayment
e colegas (1993) com as informagdes a respeito das posigdes da tropomiosina no filamento fino
(Milligan et al., 1990; Lehman et al., 1994; Poole et al., 1995) assim como os estudos bioquimicos
de McKillop e Geeves (1991; 1993). Segundo este modelo, a tropomiosina apresentaria trés possiveis
posigdes no filamento fino (Esquema 4). No estado "off" (Esquéma 4a), a tropomiosina impediria a
interagdo estéreo especifica da cabega da miosina com a actina (ii), mas ainda permitiria a ligagio

ionica (i). No estado "on" (Esquema 4b), na presenga de Ca*’, a tropomiosina permitiria a interagio



10

estéreo especifica (ii) entre a actina e a miosina, mas ainda impediria que a regido superior do
fragmento 50k da miosina aproxime-se da regido inferior do fragmento 50k (este seria o fechamento
da fenda proposto por Rayment e colegas) para formar o sitio de forte interagéo entre a actina ¢ a
miosina (iii). Neste estado, as cabegas da miosina ligariam fracamente mas de maneira estéreo
especifica a actina, o que representaria o complexo "pré-powerstroke”. Para haver a ligagio forte
entre a acto-miosma (iii, rigor, Esquema 4c), a tropomiosina deveria afastar-se ainda mais um pouco,
permitindo que a fenda da miosina se feche e ligue na actina. De fato, observou-se que a posigao da
tropomiosina em rigor parece estar SA mais deslocada para longe do sitio de ligagio a miosina do
que na presenga de Ca** (Holmes, 1995). Este afastamento adicional seria resultante da ligagio de

uma ou duas cabegas da miosina a actina por comprimento de tropomiosina.

miosina
S1

Esquema.4- Modelo de regulagio da interagdo entre a actina e miosina proposto por Holmes (1995).
Os trés tipos de interagdes identificados por Rayment e colegas (1993) estdo indicados (i,ii e iii).

a) Estado "off"; a tropomiosina inibe a interagdo estéreo especifica fraca. b) Estado "on"; a
tropomiosina impede que o dominio superior do fragmento 50k da miosina se junte ao dominio
inferior e portanto o sitio de interagao forte ndo pode ser formado. ¢) Um afastamento adicional da
tropomiosina permite que a fenda entre os dominios inferior e superior do fragmento 50k se feche
gerando o sitio de interagdo forte entre a actina e miosina e consequentemente o "powerstroke". T,

tropomiosina.
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Apesar de ainda ndo estar claro exatamente como a tropomiosina regula a interagdo da actina
com a miosina, as informagdes estruturais recentes sugerem que o modelo de impedimento estérico
deve estar correto, ou seja, que o Ca® é necessario para a ligagdo inicial da miosina na actina em
condigdes fisiologicas, mas ao mesmo tempo, a transi¢io do estado fracamente ligado para o
fortemente ligado também pode ser influenciado pela tropomiosina. Desta maneira a regulagao pela
tropomiosina poderia envolver tanto aspectos de impedimento estérico como aspectos alostéricos.
A fungido da tropomiosina, por sua vez, € regulada pelo complexo troponina de maneira Ca®'

dependente.

3-O0 COMPLEXO TROPONINA

a) A estrutura do filamento fino e o complexo troponina.

O filamento fino é composto de actina, tropomiosina e troponina numa propor¢ao molar de
7:1:1 (Yates e Greaser, 1983; Potter, 1974). Os monomeros de actina polimerizam para formar uma
hélice dupla fita ao longo da qual as moléculas elongadas de tropomiosina se polimerizam de forma
que cada tropomiosina estende-se sobre 7 actinas ( ver Esquema 5). As moléculas de tropomiosina
consistem de duas alfa-hélices paralelas em "coiled coil” e apresentam uma sobreposigdo de suas
extremidades amino e carboxi-terminal quando polimerizadas sobre o filamento de actina (Smillie,
1979). O complexo troponina, consistindo das subunidades C, I e T, liga-se a uma regido especifica
de cada tropomiosina (préximo a sua cisteina 190), e esta localizado a intervalos de 38 nm no
filamento fino (Ohtsuki, 1979). Estudos de "rotary shadowing" indicam que o complexo troponina
apresenta um dominio globular € um dominio em forma de bastao (Flicker et al., 1982). ATnC e a
Tnl representam a maior parte do dominio globular, enquanto que a TnT corresponde principalmente
a porgio da cauda, como indicado no Esquema 5. White e colaboradores (1987) demonstraram que

a extremidade amino-terminal da TnT se extende por sobre a sobreposi¢ao das extremidades carboxi



12

‘e amino-terminal da tropomiosina e que a regiao globular da troponina se liga proximo aos residuos

150-180 da tropomiosina.

b) O papel do complexo troponina na regulagéo da contragio muscular esquelética.

A contragdo muscular esquelética € iniciada por um aumento das concentragdes intracelulares
de Ca*" de aproximadamente 1uM para 100pM. No misculo estriado, 0 aumento na concentragio
intracelular de Ca® é produzido pela liberagao do Ca** do reticulo sarcoplasmatico. A regulagio da
contragdo muscular se da através da ligagdo do Ca** ao complexo troponina. A ligagio do C&* a
troponina gera alteragdes conformacionais nas subunidades do complexo troponina e tropomiosina
que resultam na interagdo entre a actina e a miosina, no aumento da atividade ATPasica e
consequentemente na contragio. Da mesma maneira, estas alteragées conformacionais sao revertidas
quando os niveis intracelulares de Ca** diminuem, a atividade ATPésica ¢ inibida e o musculo relaxa
(para revisio ver Zot e Potter, 1987; Ohtsuki et al., 1986).

Evidéncias estruturais como o fato de que cada troponina regula as interagdes de sete
unidades de actina com a miosina, indicam que a agdo do Ca®* sobre o complexo troponina é
transmitido para a actina através da tropomiosina (Zot e Potter, 1987). No entanto, como descrito
acima, ainda ndo esta totalmente claro se as alteragdes conformacionais produzidas na troponina e
tropomiosina regulam a contragio muscular através de um mecanismo estérico, cinético ou através

de uma combinagdo de ambos.
c¢) As subunidades do complexo troponina e suas fungoes.
O complexo troponina € constituido de trés subunidades: a troponina C (TnC), a troponina

I (Tnl) e a troponina T (TnT). A troponina C € a subunidade ligante de Ca**, a Tnl liga-se a actina

e inibe a atividade ATPasica da acto-miosina e a TnT liga-se fortemente a tropomiosina (Zot e Potter,
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1987; Ohtsuki et al., 1986). De todas as subunidades da troponina, a TnC ¢ a tnica cuja estrutura
cristalografica ja foi resolvida (Herzberg e James, 1985; Sundaralingam et al., 1985). A estrutura da
TnC apresenta dois dominios distintos, um contendo dois sitios especificos para Ca™ de baixa
afinidade (K=10°M"!, amino-terminal), e o outro contendo dois sitios Ca>*/Mg”* de alta afinidade
(K=10" M, carboxi-terminal). Os sitios de alta afinidade t;ambém podem ligar Mg* (K=5x10°> M)
(Potter e Gergely, 1975). Estes dominios sdo separados por uma alfa-hélice de 9 voltas (Herzberg
e James, 1985; Sundaralingam et al., 1985). Em concentragdes intracelulares de Ca** (inferiores a 1
uM), os sitios de baixa afinidade estdo vazios (Potter e Gergely, 1975). Quando as concentragdes
aumentam para aproximadamente 100 puM, estes sitios s&0 ocupados, gerando alteragdes
conformacionais na TnC (Herzberg et al., 1986), que sido propagadas através dos outros componentes
do filamento fino, resultando na remogao da inibigio sobre a atividade ATPasica da acto-miosina
(para revisio ver Zot e Potter,1987).

A Tul € a subunidade que inibe a atividade ATPasica da acto-miosina (Perry et al., 1973;
Syska et al., 1976). Na auséncia de Ca** a Tul liga-se a actina e tropomiosina inibindo a interagio
contratil entre a actina e miosina. Na presenga de Ca**, a TnC remove a Tnl do filamento fino, e
consequentemente a inibigao (Zot e Potter, 1987). E importante ressaltar que isto ocorre apenas com
o dimero TnC/Tnl, na auséncia da TnT. Recentemente um estudo detalhado das ﬁmqées das regides
amino e carboxi-terminal da Tnl foi realizado em nosso laboratério (Farah et al., 1994). Neste estudo
foi demonstrado que a Tnl estd organizada em regides estruturais e regulatorias que interagem de
maneira anti-paralela com as regides estruturais e regulatorias correspondentes na TnC (dominios
carboxi e amino-terminal, respectivamente). Os aminoacidos 1-98 (Tnl, ,) sdo necessarios para a
mcorporagio da TnT no complexo ternario. A regiio dos aminoacidos 103-182 (Tnl,;_;5,) apresenta
a capacidade de se ligar a acto-tropomiosina e de regular a atividade ATPasica de maneira
dependente de Ca® (para revisdo ver Farah e Reinach, 1995).

A TnT é o componente que mais fortemente liga tropomiosina (Zot e Potter, 1987). Esta
subunidade interage também com a Tnl e a TnC, ancorando-as ao filamento fino (Mak e Smillie,
1981). Diferentemente da TnC e Tnl, a TnT ainda n3o apresenta nenhum papel especifico na
contragdo muscular, mas € necessaria para a regulagdo dependente de Ca*. As trés subunidades da

troponina sdo necessarias para que a regulagio Ca** dependente seja funcional (Greaser e Gergely,
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i973; Hitchcock et al, 1973). A presenca da TnT € necessaria para que haja regulagao da atividade
ATPasica da acto-miosina de forma dependente de Ca** nas concentragdes fisiologicas de actina,
tropomiosina e troponina (7:1:1) (Hitchcock et al., 1973; Malnic e Reinach, 1994). Isto significa que
a TnT é responsivel pela integragio da fungéo fisiologica do complexo troponina ao filamento fino.
E provavel que a TnT, com sua forma elongada, controle a posigdo da tropomiosina no filamento fino

(Flicker et al., 1982).

d) A troponina T

i) O papel da TnT na cooperatividade da resposta ao Ca*".

A regulagio da contragdo muscular esquelética requer a ligagio do Ca** aos sitios de baixa
afinidade da TnC, o que permite interagdes fortes da miosina com a actina dentro de uma unidade
funcional do filamento fino (uma unidade funcional é composta de um complexo troponina, uma
tropomiosina e sete monomeros de actina). As unidades funcionais adjacentes do filamento fino
interagem cooperativamente entre si em resposta a concentragoes crescentes de Ca** (para revisio
ver Moss, 1991). A extragdo parcial de TnC de fibras musculares descascadas, originando lacunas
na integridade das unidades funcionais, reduz a cooperatividade ao longo do filamento fino, devido
a presenga de unidades funcionais permanentemente inativas (Brandt et al., 1984; Brandt et al., 1987,
Moss et al., 1985). Grabarek e colegas (1983) observaram que o Ca®* se liga cooperativamente ao
filamento fino, devido a cooperatividade entre complexos troponina no filamento fino. Qutros tipos
de fenomenos cooperativos foram observados em fibras reconstituidas. S1, na auséncia de Mg>*ATP,
liga-se cooperativamente ao filamento fino (Greene e Eisenberg, 1980; Lehrer e Morris, 1982), e
aumenta a afinidade do complexo troponina pelo Ca** (Bremel ¢ Weber, 1972).

Esta resposta cooperativa 4 concentragdes crescentes de Ca?* poderia ser mediada através da

sobreposigdo entre as tropomiosinas de duas unidades funcionais, ou da interagio da cauda da TnT
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com a tropomiosina da unidade vizinha. Walsh e colegas (1984), no entanto, ndo observaram
alteragdes na cooperatividade da resposta da atividade ATPasica ao Ca** quando interromperam a
comunicagio entre as tropomiosinas adjacentes. Pan e colegas (1989), por outro lado, verificaram
que a remogdo da sobreposigao entre as tropomiosinas afeta a cooperatividade da ligagao de S1-ADP
a actina.

A troponina T apresenta varias isoformas, geradas a partir de "splicing” alternativo (Breitbart
et al., 1985). Estas isoformas sao reguladas ao longo do desenvolvimento e sdo especificas para
diferentes tipos de tecidos musculares (Dhoot e Perry, 1979a, 1979b, 1980; Matsuda et al., 1981;
Wilkinson et al.,1984). Grande parte das isoformas ¢ gerada a partir do "splicing" alternativo dos
pequenos exons da extremidade ammo-terminal da troponina T. O papel das diferentes isoformas da
TnT ainda ndo é claro. Schachat e colegas (Schachat et al., 1987) demonstraram que fibras
musculares expressando diferentes isoformas de TnT apresentam diferencgas na resposta cooperativa
ao Ca®. A interagdo da regido varidvel amino-terminal da TnT com a regido de sobreposi¢do entre
as tropomiosinas (Esquema 5) deveria portanto apresentar um papel importante. No entanto, outros
trabalhos indicam que a delegdo da extremidade amino-terminal da TnT ndo diminui a
cooperatividade da ligagdo da tropomiosina ao filamento fino (Hill et al., 1992; Willadsen et al., 1992)
e ndo alteram a resposta cooperativa ao Ca** da atividade ATPasica (Pan et al., 1991).

Os resultados descritos acima demonstram a importancia da cooperatividade entre as unidades
funcionais do filamento fino na modulagio Ca** dependente da contragdo muscular. Se esta
cooperatividade ¢ mediada pela sobreposi¢do entre as tropomiosinas, da TnT, pela ligagio

cooperativa da miosina a actina ou através de uma somatoria destas interagdes, ainda ndo esta claro.

ii) Intera¢éo com a tropomiosina

A clivagem da TnT com quimiotripsina resulta em dois fragmentos denominados T, e T,, de
respectivamente 26 e 13 kD (Ohtsuki, 1979). T, € o fragmento amino-terminal (o0 dominio em forma
de bastdo da troponina) e T, é o fragmento carboxi-terminal (que fica no dominio globular da

troponina) (esquema 2, Flicker et al., 1982). Estudos de cromatografia de afinidade indicaram que
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T, hga-se fortemente & tropomiosina independentemente de Ca®* (Pearlstone e Smillie, 1982). O
fragmento de brometo de cianogénio (CB2), presente dentro do fragmento T, apresenta um alto
conteudo de alfa-hélice é responsavel pela alta afinidade que T, apresenta pela tropomiosina
(Pearlstone e Smillie, 1977). O fragmento T, interage com a tropomiosina de maneira dependente de
Ca* na presenca da TnC, ou seja, é capaz de ligar-se a tropomiosina mas € removido pela TnC na
presenca de Ca* (Pearsltone e Smillie, 1983). T, interage também com Tnl e TnC (Tanokura et al,,
1983; Pearsltone e Smillie, 1983). Baseando-se nas caracteristica dos fragmentos T, e T, Pearlstone
¢ Smillie (1983) propuseram um modelo onde o complexo troponina seria ancorado no filamento fino
via T,, que se liga a tropomiosina independentemente de Ca**, enquanto que o dominio globular da
troponina (que contém o fragmento T, , a TnC e a Tnl) ligaria-se no filamento de maneira Ca**

dependente.

Tn-C

Tn-T1

ALAY

X3 R
’ﬁ-""'ﬂ" 5 ‘-"""‘5‘"’

d """’A"A".‘\.‘

actina tropomiosina

sobreposigao
cabega-cauda
da tropomiosina

Esquema 5- Modelo da organizagdo molecular da troponina e tropomiosina no filamento fino do
musculo esquelético (Heeley et al., 1987). A TnT interage com a regido da sobreposigio entre as
tropomiosinas através da regido amino-terminal de T,, e com a tropomiosina, TnC e Tnl através da

regido T,.
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iii) Interagao com TnC

A importancia da interagao entre a TnT e a TnC no complexo troponina € ainda incerto.
Varios estudos utilizando metodologias diferentes demonstraram a formagao de um complexo binario
entre a TnT e a TnC (Pearlstone e Smillie, 1978; Grabarek et al., 1981; Tanokura et al., 1983; Eyk
et al., 1986; Tao et al., 1986; Malik et al., 1987). As condigdes necessarias para a formagio do
complexo variam de estudo para estudo: alguns trabalhos indicam que altas concentragdes de Ca**
sd30 necessarias para a interagao da TnT com a TnC (Pearlstone e Smillie, 1978), enquanto que outros
indicam que o Ca** ndo ¢ importante para a estabilizagido deste complexo (Grabarek et al., 1981,
Tanokura et al., 1983). Estudos de fluorescéncia ndo detectaram grandes diferengas na afinidade da
TnT pela TnC na presencga de Ca® ou na presenga de Mg?* (Eyk et al., 1986; Malik et al., 1987).
Apesar de existirem muitas evidéncias para a intera¢ao entre a TnT e a TnC nos complexos binarios,
nio se sabe até que ponto a TnT interage diretamente com a TnC no complexo temario ou no

filamento fino e que significado funcional esta interagao apresenta.

1v) Interagao com a Tnl

O estudo da interagdo da TnT com a Tnl sempre foi dificultado devido a suas baixas
solubilidades em baixas forcas ionicas. Apesar disto a interagido entre a TnT e a Tnl foi demonstrada
por varios grupos (Horwitz et al, 1979; Pearlstone e Smillie, 1980; Hitchcock et al., 1981,
Hitchcock, 1982; Pearlstone e Smillie, 1985). Varios trabalhos indicam que o sitio de interagdo da
Tnl com a TnT reside na regidio amino-terminal da Tnl (Chong e Hodges, 1982a; Hitchcock, 1982;
Farah et al., 1994; Potter et al., 1995).

As interagoes dos diferentes fragmentos proteoliticos da TnT (Pearlstone e Smillie, 1982;
Pearlstone e Smillie, 1978; Pearlstone e Smillie, 1980; Chong e Hodges, 1982a) com a tropomiosina,

TnT e Tnl esta resumida no esquema 6 abaixo.
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T1 T2

CB2 CB4

cB3 [ | I

| I cBs Cse

294 5 2700 10

N-CECTT }c
1 263
Tmy TnC Tnl Referéncias
T1 + - - Pearlstone e Smillie, 1982, 1985
T2 + + + Pearlstone e Smillie, 1982, 1985, 1977,
Tanokura et al., 1983
B2 +/- + - Pearlstone e Smillie, 1978, 1980, 1981
P2 + + Pearlstone e Smillie, 1978, 1980
CB2 + - - Pearlstone e Smillie, 1977, 1985
CB3 - - - Pearlstone ¢ Smillie, 1978, 1982, 1985
CB4 + + Pearstone e Smillie, 1978, 1985; Chong e
Hodges, 1982a; Hitchcock et al., 1981
CBS5 - +/- Pearstone e Smillie, 1978, 1980, 1985
CB6 + +/- Pearlstone e Smillie, 1978, 1985

Esquema 6- Representacdo esquematica da estrutura secundaria da TnT. Os exons estdo numerados.
A localizagio dos fragmentos proteoliticos esta indicada, e as suas interagdes com a tropomiosina
(Tmy), TnC e Tnl estdo resumidas na tabela. A presenca (+) ou auséncia (-) de interagdes, assim

como interagoes fracas (+/-) estido indicadas.
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Os.dados obtidos a partir dos fragmentos proteoliticos (Esquema 6) indicam que o sitio para
ligagdo da TnC deve ser composto por uma ampla regido de T,, ja que fragmentos abrangendo
diferentes regioes de T, sido capazes de ligar TnC. Indicam também que o sitio para Tnl parece residir
na metade amino-terminal do fragmento T,.

O mecanismo através do qual a TnT confere sensibilidade ao Ca** ao complexo troponina
ainda nio esta claro. Um modelo de dois sitios de ligagio da troponina ao filamento fino foi proposto
para explicar o funcionamento da troponina (Hitchcock et al., 1973; Mak e Smillie, 1981). Segundo
este modelo, ha dois tipos de sitios para a troponina no filamento fino, um Ca?®* sensivel, que apenas
existe na auséncia de Ca®, e o outro Ca **insensivel, que estd sempre presente. A ligagio do
complexo troponina ao filamento fino seria portanto diferente na presenga ou auséncia de Ca**, e a

sensibilidade ao Ca** seria uma consequéncia direta da existéncia destes dois estados.
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RESULTADOS OBTIDOS

O presente trabalho de doutoramento consiste de dois projetos distintos, porém relacionados.
Os dois projetos apresentam como objeto de estudo o complexo troponina. O primeiro projeto tem
como objetivo a construgdo de um vetor para a produgido do complexo troponina em £.coli. Neste
projeto as propriedades fisicas de cada uma das subunidades da troponina, assim como os problemas
relacionados a sua expressao em E.coli sdo analisados. Os resultados obtidos neste primeiro projeto
mostraram que para produzir um complexo funcional a presenga da TnT € fundamental.

O objetivo do segundo projeto deste trabalho € investigar como as interagdes Ca®*
dependentes ou independentes da TnT com a tropomiosina, TnC e Tnl estdo relacionadas a sua
func¢do. Pretende-se portanto mapear na TnT as regides envolvidas na propagagao da atividade
regulatoria do complexo troponina para a tropomiosina € consequentemente para a actina.

Os resultados deste trabalho estdo divididos em duas partes, projeto 1 e projeto II. Como os
projetos sio independentes entre si serdo apresentados aqui na forma de dois manuscritos. Os
resultados obtidos no projeto 1 estao publicados (Malnic e Reinach, 1994) e sua tradugido sera
apresentada. O segundo manuscrito esta sendo submetido para publicagéo. Cada projeto contém uma
mtrodugdo, materiais e métodos, resultados e discussdo. A bibliografia citada nestes nﬁmuscritos esta

combinada a bibliografia da tese, no final deste volume.
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1-PROJETO 1

EXPRESSAO DO COMPLEXO TROPONINA FUNCIONAL EM Escherichia coli

Tradugio do trabalho: "Assembly of Functional Skeletal Muscle Troponin Complex in
Escherichia coli , Bettina Malnic e Fernando C. Reinach, Eur. J. Biochem. 222, 49-54 (1994)

Resumo

A produgio de proteinas multiméricas de origem eucaridtica em Escherichia coli geralmente
¢ realizada a partir da expressdo isolada de cada subunidade e montagem do complexo multimérico
"in vitro". Aqui nods descrevemos a construgio e caracterizagdo de plasmideos capazes de co-
expressar as trés subunidades do complexo troponina de misculo esquelético de galinha em E.coli.
Nos demonstramos que as subunidades da troponina associam-se no citoplasma de E.coli produzindo
um complexo funcional. O complexo troponina foi purificado até a sua homogeneidade em grandes
quantidades. Quando incorporado ao filamento fino, o complexo montado "in vivo"” foi capaz de
regular a atividlade ATPasica da miosina apresentando uma dependéncia a Ca®" idéntica a do
complexo reconstituido "in vitro". Estes resultados demonstram que a co-expressio das subunidades
de um complexo proteico pode evitar o acimulo de proteinas denaturadas em corpos de inclusio.
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a) Introdugio

O complexo troponina consiste de trés subunidades e se localiza periodicamente ao longo do
filamento de actina no musculo esquelético. Juntamente com a actina e a tropomiosina, o complexo
trloponjna regula a contragio muscular (Zot e Potter, 1987). O Ca* liga-se a TnC, induz uma
alteragdo conformacional que remove o efeito inibitorio da Tnl (Da Silva e Reinach, 1991). A
troponina T liga-se a tropomiosina e esta provavelmente envolvida na transmissio desta alteragio
conformacional para a tropomiosina e actina. Os filamentos finos de vertebrados contém actina,
troponina e tropomiosina na razio molar de 7:1:1 (Zot e Potter, 1987).

As trés subunidades do complexo troponina apresentam propriedades fisicas e funcionais
diferentes. A TnC ¢ altamente sohivel e acidica (pI=4.4) (Johnson et al., 1980). Quando expressa em
E. coli a TnC é encontrada nas fragdes soluveis apos a lise das bactérias (Reinach e Karlsson, 1988).
A Tnl é uma proteina basica (pI=9.3), altamente insolavel (Johnson et al., 1980), encontrada em
corpos de inclusio quando expressa em E. coli (Quaggio et al., 1993). A isoforma 3 da TnT contém
uma alta porcentagem de residuos carregados (Smillie et al., 1988) mas apresenta um pl quase neutro
(pI=6.5). "In vitro" a Tnl e a TnT tendem a precipitar em baixas forgas i6nicas, a nio ser que estejam
complexadas a TnC. O complexo troponina pode ser isolado a partir de musculo esquelético mas a
purificagdo das subunidades isoladas da troponina pode ser efetuado apenas na preséng:a de agentes
denaturantes ja que a afinidade entre as subunidades é muito alta (Greaser e Gergely, 1971; Greaser
and Gergely, 1973; Eisenberg e Kielley, 1974). Dimeros TnC/Tnl sio estaveis em 6M uréia na
presenga de Ca** mas podem ser dissociados na presenga de 6M uréia se o Ca e o Mg sio
quelados por EDTA (Head e Perry, 1974). Ja foi demonstrado que as trés subunidades da troponina
renaturam e que um complexo troponina funcional pode ser reconstituido "in vitro" (Greaser e
Gergely, 1971). Isto é efetuado misturando-se razdes molares iguais das trés subunidades em uréia,
que depois é removida gradualmente através de dialises sucessivas. O complexo resultante é capaz
de regular a atividade ATP4sica da acto-miosina de maneira Ca** dependente (Greaser e Gergely,
1971). Pouco € conhecido a respeito dos mecanismos de renaturagdo e montagem do complexo
troponina "in vivo".

Ja foi demonstrado que chaperonas de E.coli podem facilitar a renaturagéo "in vitro" de
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proteinas heterélogas (Hartl et al., 1992), mas ha poucos exemplos de montagem de proteinas
multiméricas recombinantes funcionais "in vivo" no citoplasma de E. coli.. A montagem das cadeias
pesadas e leves da miosina ocorre em E. coli, mas esta proteina nao foi totalmente caracterizada
(McNally et al., 1988). As duas subunidades da hemoglobina foram co-expressas em £. coli e
renaturaram em um complexo funcional tetramérico (Hoffman et al., 1990; Shen et al., 1993). A
super expressio de chaperonas em E.coli expressando procolagenase humana resulta em um
aumento no acamulo e solubilidade desta proteina no citoplasma, mas ndo esta claro se esta proteina
¢ funcional (Lee e Olins, 1992). Skerra e Pliickthun (1988) obtiveram um anticorpo funcional em E.
coli, através da co-expressio dos dominios variaveis das cadeias pesada e leve de uma IgA de
camundongo.

Neste trabalho nos demonstramos que as trés subunidades do complexo troponina (TnC, Tnl
and TnT) renaturam e associam-se formando um complexo funcional quando co-expressas em E.coli.
Nos também demonstramos que a expressio da TnC causa o acumulo da Tnl em um complexo

sohivel impedindo a formagio de corpos de inclusdo.
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b) Materiais e métodos

Plasmideos: Vectores construidos para expressar TnC, Tnl or TnT-3 de musculo esquelético de
galinha (pET-TnC, pET-Tnl e pET-TnT) separadamente foram construidos em nosso laboratorio
(Quaggio et al, 1993; Da Silva et al., 1993; Farah et al., 1994). Estes vetores foram utilizados para
construir plasmideos capazes de co-expressar as diferentes subunidades da troponina. A estrutura dos
plasmideos esta apresentada na Fig. 1. Os nomes dos vetores indicam a combinagio das subunidades
expressas e a ordem dos cDNAs nos vetores: por exemplo pET-IC contém os cDNAs para Tnl e TnC
nesta ordem. Todos os plasmideos foram construidos em pET3a (Studier et al., 1990). Para a
construgio de pET-CI (TnC/Tnl) o maior fragmento BamHI-EcoRV de pET-TnC (que contém a
origem de replicagao) foi ligado ao fragmento BgllI-EcoRV de pET-Tnl. Para a construgao de pET-
IC (Tul/TnC) o maior fragmento BamHI-EcoRV de pET-Tnl foi ligado ao fragmento BgllI-EcoRV
de pET-TnC. Nestes plasmideos cada um destes dois cDNAs € precedido por um promotor T7 mas
ha apenas um terminador (T¢) apoés o segundo cDNA. Para a construgdo de pET-CIT
(TnC/Tnl/TnT) e pET-TCI (TnT/TnC/Tnl), o sitio para EcoRl de pET-TnT foi modificado para um
sitio BamHI através da digestdio com EcoRI e ligagio com o oligonucleotideo
5'AATTGGGATCCC3' as extremidades terminais coesivas. Este novo plasmideo foi denominado de
pET-TuT*. O fragmento BgllI-BamHI de pET-TnT* foi entido clonado no sitio unico para BamHI
de pET-CI, produzindo pET-CIT. Altemativamente o mesmo fragmento foi clonado no sitio BgIIl
de pET-CI, produzindo pET-TCI. Nestes vetores cada gene contém seu proprio promotor T7 mas
ha um unico terminador apos o terceiro gene. Um plasmideo que confere resisténcia a tetraciclina e
capaz de expressar TnT também foi construido. O fragmento BglII-EcoRI de pET-TnT foi clonado
no sitio Scal de pBR322, produzindo pBR-TnT.

Expressio em E.coli: Culturas de E.coli BL21(DE3)pLysS (Studier, 1991) contendo os diferentes
plasmideos foram induzidas com IPTG (0,4 mM final) em fase semi-logaritmica (DQ,,=0,8) e
incubadas por 3hr a 37°C. Para testar a expressdo, as bactérias foram recuperadas através de
centrifugagdo e lisadas por fervura em Tris-Cl pH 6.8 50 mM, B-mercaptoethanol 100 mM, SDS 2
%, azul de bromofenol 0,1 %, glicerol 10 %. Os extratos proteicos foram analisados em SDS-PAGE
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15%.

Purificagiio do complexo troponina nativo produzido em E.coli: A expressio de pET-CIT foi
induzida em larga escala (4 litros) como descrito acima. As bactérias foram recuperadas através de
centrifugagio a 3.000 x g (15 minutos), ressuspendidas em 100 ml de Tris-HCl pH8,0 50 mM, CaCl,
0,1 mM e B-mercaptoethanol 2 mM e lisadas em French Press a 16.000 psi. O extrato foi
centrifugado a 15.000 x g (60 minutos) e sulfato de amonio solido (40 % de saturagdo) foi adicionado
ao sobrenadante. A mistura foi agitada em gelo por 30 minutos e centrifugada (10.000 x g, 30
minutos). Sulfato de amoénio solido (até 50 % de saturagao) foi adicionado ao sobrenadante ¢ a
mistura foi agitada por mais 30 min em gelo antes de ser centrifugada (10.000 x g 30 minutos). O
precipitado foi ressuspendido no mesmo tampio contendo PMSF 0,1 mM (phenylmethylsulfonil
fluoride). Esta fragdo de 40-50% de sulfato de amonio foi dialisada contra o mesmo tampao e
primeiro aplicada a uma coluna DEAE-Sepharose Fast-Flow XK 16/70 (Pharmacia) para a remogao
dos acidos nucléicos através de cromatografia de deslocamento. O complexo troponina etuido no
volume de exchusio foi aplicado a uma segunda coluna com as mesmas caracteristicas. As proteinas
entio foram eluidas utilizando-se um gradiente de 0 a 500 mM de NaCl. A TnC, Tnl e TaT co-
eluiram em aproximadamente 300 mM de NaCl. O mesmo procedimento foi utilizado para a
purificagdo do complexo TnC/Tnl produzido pelo vetor pET-CI, exceto que este complexo foi
precipitado entre 30 e 60 % de saturagao com sulfato de aménio. As amostras para os géis de uréia

contém uréia 6 M e CaCl, 5 mM ou EDTA 5 mM (Head e Perry, 1974).

Reconstitui¢io do complexo tropbnina a partir das subunidades: As subunidades da troponina
(20 uM final) foram misturadas na razio molar 1:1:1 em uréia 6 M, KCl 1 M, CaCl, 50 nM, B-
mercaptoethanol 25 mM, imidazol 20 mM pH7.0. Dialises sucessivas (4°C, 12 hr cada) contra o
mesmo tampio contendo uréia 4.6 M; uréia 2 M; sem uréia; KCl 100 mM e sem KCl foram utilizadas

para reduzir gradualmente a uréia e as concentragdes salinas.

Gel filtragsio do complexo troponina: Gel filtragio em uma coluna Superose 12 (1 cm x 30 c¢cm) foi
realizada em um sistema de FPLC (Pharmacia). A coluna foi equilibrada com Tris-HCI 50 mM pHS,0,
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NaCl 50 mM, PMSF 0,1 mM, f-mercaptoethanol 2 mM e CaCl, 0,1 mM. Aproximadamente 150 ug
de troponina ou de complexo TnC/Tnl foram aplicados a coluna e eluidos com 50 ml de tampao. A
velocidade do fluxo foi de 0,8 ml/min e fragdes de 0,5 ml foram coletadas. As fragdes foram
liofilizadas, ressuspendidas em tampao de amostra para SDS-PAGE e analisadas em SDS-PAGE 15
%.

Ensaio da atividade ATPasica da acto-miosina: A actina foi preparada a partir de misculo
esquelético de galinha como descrito (Pardee e Spudich, 1982). A miosina (Reinach et al., 1982) e
tropomiosina (Smillie, 1982) também foram preparadas utilizando-se métodos padrdo. Para um
volume final de 200 pl de reagio os componentes do ensaio foram adicionados na seguinte ordem
e concentragido final: 4 pM de actina, 1,18 uM de tropomiosina, 1,71 uM de troponina ou de
complexo TnC/Tnl, 0,2 pM de miosina e 20 pl de 10x tampao de ATPase (Imidazol 20 mM pH7.0,
MgCl, 35 mM, EGTA 5 mM, NalN 0,1%, KCI 65 mM). Um volume varidvel de uma solugio
contendo KCl 1 M, Tris-Cl 50 mM pH 7,5 e MgCl, 1 mM foi adicionado para se obter uma
concentragdo final de 60 mM KCl. Uma solugio CaCl, 6 mM foi utilizada para se obter o pCa
desejado (Ko = 1.9 x 107M). Os tubos de reagio foram entdo transferidos para um banho a 25°C
por 10 minutos e a reagio foi iniciada através da adi¢io de 20 ul de Na,ATP 20 mM pH 7.0. Apos
15 minutos a reagdo foi interrompida e a atividade ATPasica foi determinada através de um ensaio

colorimétrico para a detecg@o de fosfato (Heinomen e Lahti, 1981).
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¢) Resultados e discussao

Os ¢cDNAs para TnC e Tul foram clonados "in tandem" em um vetor pET. Construgoes
contendo a TnC a montante de Tnl (pET-CI), ou Tnl a montante de TnC (pET-IC) foram analisadas
(Fig.1). A transcrigdo de cada gene € regulada por um promotor T7 separado € um unico terminador
foi mantido apos o segundo gene (Fig.1). Ambos os vetores foram capazes de expressar altos niveis
de TnC e Tnl apos indugdo com IPTG (Fig.2). O acimulo de Tnl foi maior nas bactérias co-
expressando TnC que nas expressando apenas Tnl (Quaggio et al., 1993). Nenhuma diferenga foi
observada na razio de TnC/Tnl ou no nivel total de expressdo quando pET-CI foi comparado com
pET-IC, demonstrando que a ordem dos cDNAs no plasmideo nao influenciam o acimulo final das
proteinas (Fig.2). A Tnl, que acumula-se em corpos de inclusdo e torna o plasmideo instavel
(Quaggio et al., 1993), permaneceu em solugdo quando co-expressa com a TnC, o que seria esperado
se a Tnl e a TnC estivessem interagindo.

O complexo TnC/Tnl produzido "in vivo" foi purificado utilizando-se condigdes nio
denaturantes e comparado com complexos formados "in vitro"”. Durante a purificagio toda a TnC e
Tnl foram recuperadas nas fragdes contendo o complexo, confirmando que as duas proteinas foram
expressas na razao estequiométrica aproximada de 1:1. Para verificar se o complexo TnC/Tnl é de
alta afinidade, a dissociagdo do complexo em 6 M uréia foi estudada. O complexo produzido "in
vivo" apresentou uma associagio Ca>* dependente em 6 M uréia semelhante ao complexo formado
"in vitro" (Fig.3A), indicando que a associagdao da TnC e Tnl no complexo formado "in vivo" €
semelhante ao formado "in vitro".

Nos utilizamos pET-CI e pET-TnT para construir dois vetores designados para co-expressar
as trés subunidades da troponina. Para isto nds introduzimos o cDNA da TnT antes ou depois do
cassete TnC/Tnl com o objetivo de verificar se existe algum efeito posicional nos niveis de expressao
da TnT (Fig.1). O mesmo principio de utilizar promotores T7 individuais para cada cDNA foi
utilizado e um unico terminador foi utilizado nestas construgdes (Fig.1). Altos niveis de expressio
TnC, Tul e TnT foram obtidos utilizando pET-CIT ou pET-TCI. No entanto, os niveis de acamulo

de TnT nas bactérias foram menores que os niveis de TnC e Tnl (Fig.2). Os niveis de TnT obtidos
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utilizando-se pET-TnT sao consistentemente mais baixos:que os niveis de TnC e Tnl obtidos com
pET-TnC ou pET-Tul. A observagao inesperada foi que os niveis de TnT obtidos com pET-CIT ou
pET-TCI foram também reduzidos quando comparados com 0s niveis obtidos com pET-TnT (Fig.2).
Este menor acamulo de TnT poderia se decorrente da interferéncia entre os trés promotores presentes
no mesmo plasmideo ou de alguma forma de competigao das trés mensagens por um pool limitado
da maquinaria de tradugdo. Para testar estas possibilidades um vetor resistente a tetraciclina contendo
0 cDNA para a TnT sob o controle do promotor T7 foi construido (pBR-TnT, Fig.1). Experimentos
iniciais demonstraram que pBR-TnT expressa TnT tdo bem quanto pET-TnT (dados nio
apresentados). Este vetor foi co-transformado com pET-CI em BL-21(DE3) pLysS selecionadas para
resisténcia a ampicilina e tetraciclina. Os niveis de expressao de TnT obtidos a partir de bactérias
contendo os dois plasmideos (pET-CI e pBR-TnT) foram similares aos niveis obtidos com pET-CIT
ou pET-TCI (Fig.2), demonstrando que a sintese de TnC e Tnl na mesma bactéria, apesar de
produzida por plasmideos diferentes, € suficiente para reduzir a expressido da TnT a partir de um
plasmideo independente (Fig.2). Estas observagoes sugerem que o menor acumulo de TnT na
presenga de expressio de Tnl/TnC ndo resulta de algum problema na transcrigio dos cDNAs a partir
de pET-CIT ou pET-TCL

Para examinar se as trés subunidades produzidas por pET-CIT montam "in vivo" em um
complexo troponina funcional, purificamos o complexo em condi¢des ndo denaturantes. A analise dos
extratos proteicos totais das culturas induzidas indicou que as bactérias acumularam um excesso de
Tnl/TnC sobre TnT. Como observado para pET-CI e pET-IC toda a Tnl foi encontrada na fragio
solivel, sugerindo que estava complexada com a TnC (Fig.3B, linha a). O fracionamento do lisado
total com sulfato de amonio resultou em uma fragdo contendo toda a TnT e praticamente toda a TnC
e Tnl. Como esperado, um excesso de TnC e Tnl sobre TnT estava presente neste ponto da
purificagdo (Fig 3B, linha b). As proteinas foram fracionadas em dois picos principais utilizando-se
uma coluna de troca i6nica. O primeiro pico continha complexo TnC/Tnl puro, sem TnT e eluiu nas
mesmas condigdes que o complexo TnC/Tnl isolado de pET-IC. O segundo pico, que eluiu mais
tarde no gradiente, continha quantidades equimolares das trés subunidades da troponina (Fig.3B, linha
c). A analise densitométrica destas fragdes mostrou uma razio molar de troponina T/troponina

I/troponina C de 1:1,5:0,7, razdes molares semelhantes foram obtidas para o complexo troponina
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reconstituido (1:1,4:0,8) de acordo com determinagdes anteriores utilizando métodos semelhantes
(yates e Greaser, 1983). O rendimento final do complexo troponina foi alto e suficiente para a maioria
das aplicagdes (5 mg de complexo troponina puro por litro de cultura). A observagio de que estas
fragdes continham Tnl, que ndo se liga a colunas trocadoras de anion sugeriu que as proteinas
estavam complexadas. Para confirmar se as trés subunidades associaram-se em um cbmplexo e niao
foram apenas co-purificadas, o complexo foi analisado em uma coluna de gel filtragao. Os perfis de
ehluigdo estdo apresentados na Fig.4. O complexo eluiu como um unico pico € com um peso molecular
aparente maior do que o complexo TnC/Tnl utilizado como marcador. A analise dos picos em SDS-
PAGE indicou que a razio molar de TnC: Tnl: TnT foi a mesma em todas as fraé(‘)es, como esperado
para uma preparagio homogénea. Estes resultados demonstram que quando co-expressas em E. coli,
as trés subunidades da troponina associam-se em um complexo ternario. Os resultados mostram
também que devido 4 uma menor expressio da TnT nem todos os dimeros TnC/Tnl estavam
associados com uma molécula de TnT. No entanto, toda a TnT presente nestas bactérias foi
encontrada associada a TnC e Tnl. Esta observagdo sustenta a idéia de que o rendimento final do
complexo trimérico € limitado pelos baixos niveis de expressdo de TnT.

Com o objetivo de se verificar se o complexo montado em E. coli é funcional, comparamos
o complexo montado "mn vivo" com um complexo produzido através da renaturagio das subunidades
isoladas em uréia. Para isto ambos os complexos foram utilizados com actina e tropomiosina para
reconstituir filamentos finos regulados. O complexo produzido em E.coli foi capaz de conferir
regulagio Ca® dependente i atividade ATPésica da acto-miosina da mesma maneira que o complexo
reconstituido "in vitro" (Fig.5A). A extensio da regulagio e o ponto médio da resposta ao Ca** foram
idénticos para os dois complexos. Os complexos binarios TnC/Tnl produzido em E.coli e o
reconstituido "in vitro" nio sio capazes de conferir sensibilidade ao Ca*" quando utilizados nas
mesmas concentragdes (Fig.5B), demonstrando que a TnT presente no complexo é funcional.

Os resultados demonstram a possibilidade de expressar e montar um complexo troponina
trimérico e funcional em E.coli. Deve ser ressaltado que a montagem do complexo troponina
funcional pode ser obtida "in vitro”, mas altos niveis de complexo totalmente funcionais podem
apenas ser obtidos a partir das trés subunidades denaturadas em uréia (Greaser e Gergely, 1971). Isto

se deve provavelmente ao carater altamente insolivel da TnT e Tnl. Nos nido determinamos se algum
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componente bacteriano esta involvido na montagem do complexo em E. coli, mas ¢ evidente que a
co-expressio das trés subunidades evita o acamulo de Tnl nos corpos de inclusio.

Tem sido uma observagao frequente que varias proteinas eucarioticas acumulam em corpos
de inclusdo quando expressas em E. coli. Isto representa uma grande preocupagio na selegao de
vetores para altos niveis de expressao para a produgdo de proteinas recombinantes funcionais (Mitraki
et al, 1991; Frankel et al., 1991). Nossos resultados com as subunidades da troponina demonstram
que quando expressas com 0s parceiros apropriados pelo menos algumas das proteinas eucarioticas
que normalmente se acumulariam em corpos de inclusdo podem ser apropriadamente enoveladas e
montadas no citoplasma procarioto. Esta abordagem podera ser util no estudo dos mecanismos

envolvidos na montagem de proteinas recombinantes multiméricas.
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d) Figuras

pET-TnT+
5188 bp

Fig. 1. Estrutura dos plasmideos de expre-ssiio. Para a construgio de pET-CI (TnC/Tnl) o fragmento Bglll-EcoRYV de
pET-Tul foi clonado em pET-TnC pré-digerido com BamHI/EcoRV. Para a construgio de pET-IC (Tul/TnC) o fragmento
BgllI-EcoRV de pET-TnC foi clonado em pET-Tnl pré-digerido com BamHI/EcoRV. Para a construgdo de pET-CIT
(ToC/Tul/TnT) e pET-TCI (ToT/InC/Tnl) o fragmento Bglll-BamHI de pET-TnT* foi clonado no sitio BamHI de pET-CI,
produzindo pET-CIT, ou no sitio Bglll de pET-CI, produzindo pET-TCI. Em todas as construgdes, cada cDNA ¢ precedido
por um promotor T7 (). O terminador de transcrigio ((J) esta também indicado. O plasmideo pBR-TnT que expressa TnT
e confere resisténcia a tetraciclina (Tc) foi construido através da clonagem do fragmento BglI-EcoRI de pET-TnT no sitio
Scal de pBR322.
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Fig.2. Expressio das subunidades da troponina. £.coli BL-21(DE3) pLysS transformadas com os diferentes plasmideos
foram induzidas com IPTG e os lisados totais foram analisados em SDS-PAGE 15%. Linhas: a- ndo induzido; b- pET-CI
induzido; ¢~ pET-IC induzido ; d- pET-CIT induzido; e- pET-TCI induzido; f- pET-CI + pBR-TnT induzido (pET-Cl e
pBR-TnT foram co-transformados e selecionados para resisténcia a ampicilina e tatraciclina);, g- pET-TnT induzido. As

posigdes dos pesos moleculares, de TnT, Tul e TnC estdo indicadas.
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Fig.3. - A. Associagdo Ca™ dependente dos complexos TnC/Tnl produzidos em E. coli ou reconstituidos "in vitro".
O complexo TnC/Tnl é observado nos géis de uréia na presenga de Ca®". Na presenga de EDTA o complexo ¢ dissociado
e apenas a TnC pode ser observada. A Tnl nfo entra no gel. - B. Purificagio do complexo TnC/Tnl/TnT produzido "in
vive". Linhas: a- Fragfo solivel apés lise das E.coli BL21(DE3)pLysS transformadas com pET-CIT; b- Proteinas que
precipitam na fragio 40-50% de sulfato de aménio; ¢- O complexo trimérico apds purificagdo na coluna de DEAE-
Sepharose. A posigio dos marcadores de peso molecular e da TnT, Tnl e TnC estdo indicadas.
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Fig.4. Fracionamento em gel filtragiio do complexo troponina produzide "in vive".

O complexo troponina trimérico purificado de E.coli foi analisado em uma coluna de gel filtragdo. As trés subunidades co-
elufram em um tinico pico (linha solida) indicando que formam um complexo estivel. O inserto apresenta um SDS-PAGE
do complexo troponina de E. coli eluido na fragdo 23 mostrando as trés subunidades. Como controle o complexo dimérico

foi fracionado na mesma coluna e este apresentou um menor peso molecular (linha descontinua).
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Fig.5. Regulagiio dependente de Ca® da atividades ATPasica da acto-miosina pela troponina de E.coli. O complexo
troponina produzido in E.coli (tridngulos cheios) e o complexo troponina reconstituido a partir das subunidades isoladas
(tridngulos vazios) foram comparados quanto a sua habilidade em regular a atividade ATPasica da acto-miosina em fungéo
da concentragio de Ca®". A- Quando reconstituido com actina e tropomiosina, o complexo de E. coli foi capaz de conferir
sensibilidade ao Ca** a atividade ATP4sica da acto-miosina, inibindo a ATPase a baixas concentragdes de Ca®" e ativando-a
a altas concentragdes de Ca”". Os dados estio apresentados como médias + S.EM (0=4). B- O complexo TnC/Tnl
produzido em E.coli e o complexo TnC/Tnl reconstituido "in vitro" nio s#o capazes de conferir sensibilidades ao Ca*>* ao
sistema quando utilizados nas mesmas razdes molares, demonstrando que a TnT presente no complexo trimérico €

funcional A atividade ATP4sica foi expressa como porcentagem da atividade observada na auséncia de troponina.
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2-PROJETO 11

MAPEAMENTO DOS DOMINIOS FUNCIONAIS DA TROPONINA T

Tradugdo do manuscrito: "Mapping of the Functional Domains of Troponin T" B. Maknic, C.S.
Farah and F.C. Reinach, a ser submetido para publicag@o.

Resumo

O complexo troponina regula a contragdo muscular de maneira dependente de Ca*. A
presenga da troponina T ¢ necessaria para que o complexo troponina confira a atividade ATPasica
da acto-miosina sensibilidade ao Ca** nas condigdes fisiologicas. Neste trabalho nds produzimos
mutantes de delegdo de TuT e utilizamos mutantes de delegdo de Tnl com o objetivo de estudar as
interagdes entre as diferentes regides da TnT e os outros componentes do filamento fino, na presenga
e auséncia de Ca*'. O papel funcional destas interagdes foi analisado através de ensaios de atividade
ATPasica. Através dos resultados obtidos foi possivel dividir a TnT em trés dominios: o domino
ativatorio (amioacidos 1-157), o dominio inibitorio (aminoacidos 157-216) e o dominio que ancora
o dimero TnC/Tnl ao filamento fino. Demonstramos que a ancoragem do dimero TnC/Tnl ao
filamento fino através da interagdo da regido amino-termmal da Tnl (aminoacidos 1-98) com a regido
carboxi-terminal da TnT (aminoacidos 216-263) é necessaria para que ocorra a ativagao da atividade
ATPasica na presenga de Ca**. Baseado nos resultados obtidos um modelo para as mudangas
conformacionais induzidas pelo Ca®* no complexo troponina é proposto.
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a) Introducio

A troponina e a tropomiosina mediam a regulagio dependente de Ca** da contragdo muscular.
Estas proteinas estdo presentes no filamento fino em wuma razio molar de 7:1:1
(actina:tropomiosina:troponina) (Ebashi et al., 1973; Potter, 1974; Yates e Greaser, 1983). Cada
tropomiosina consiste de um dimero de dois polipeptideos em alfa-hélice associados em uma estrutura
"coiled-coil" (Smillie, 1979). As moléculas de tropomiosina estdo polimerizadas cabega-cauda sobre
o filamento de actina, de forma que uma tropomiosina cobre 7 actinas. O complexo troponina, que
consiste de trés subunidades, TnC, Tnl e TnT, esta regularmente localizado a dois tergos da distancia
entre a regiio amino-terminal e a regido carboxi-terminal de cada tropomiosina (Zot e Potter, 1987).

A Tnl isolada liga-se aos filamentos de acto-tropomiosina e inibe a atividade ATPasica da
acto-miosina (Greaser e Gergely, 1971; Greaser e Gergely, 1973; Perry et al., 1972; Syska et al,,
1976). A TnC, na presenga de Ca®, liga-se fortemente a Tnl removendo-a do filamento fino,
restaurando a atividade ATPasica da acto-miosina (Farah et al., 1994). No entanto, o complexo
binario TnC/Tnl confere pequena sensibilidade ao Ca®* & atividade ATPiésica da acto-miosina em
razdes fisiologicas de actina para troponina e € incapaz de ativar a atividade ATPasica em altas
concentragdes de Ca?* (Malnic e Reinach, 1994).

Ja foi amplamente demonstrado que em razdes molares fisiologicas de actina:troponina a
presenga da TnT é necessaria para que haja regulagio dependente de.Ca** da atividade ATPésica da
acto-miosia (Greaser e Gergely, 1971; Hitchcock et al., 1973; Malnic e Reinach, 1994; Potter et al.,
1995). A TnT é portanto requerida ndo apenas para inibigio total, mas também para a ativagio da
atividade ATPasica da acto-miosina.

A TnT liga-se aos outros componentes do complexo troponina e a tropomiosina e portanto
é responsavel pela ancoragem do dimero TnC/Tnl ao filamento fino (Mak e Smillie, 1981; Hitchcock,
1975). Estudos de microscopia eletronica mostraram que o complexo troponina isolado apresenta
um dominio globular e um dominio em bastdo (Flicker et al., 1982). A TnT ¢ uma proteina de forma
alongada e corresponde principalmente ao dominio em bastdo do complexo troponina. Acredita-se

que o dominio globular inclui aTnl, a TnC e uma parte da metade carboxi-terminal da TnT (Flicker
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et al, 1982). A forma da TnT sugere que ela deve mteragir com uma extensa por¢do do comprimento
da tropomiosina.

Dois sitios distintos de ancoragem da TnT a tropomiosina foram identificados. O primeiro
sitio esta presente proximo a regidao da sobreposigéo cabega-cauda das moléculas de tropomiosina
ao longo do filamento fino (Mak e Smillie, 1981). Esta regido interage com o fragmento T, da TnT
(Fig.1a). Como a regido T, corresponde a regidao amino-terminal da TnT esta esta posicionada sobre
o filamento fino de maneira anti-paralela em relagio a tropomiosina. Esta interagio € independente
de Ca* (Pearlstone e Smillie, 1982).

O segundo sitio de interagéo esta presente no fragmento T, da TnT (Fig.6a) que se liga ;
proximo aos residuos 150-180 da tropomiosina (Mak e Smillie, 1981; White et al., 1987). Este
fragmento da TnT, que também interage com a TnC e a Tnl “in vitro”, liga-se a tropomiosina de
maneira sensfvel ao Ca** na presenga da TnC (Pearlstone e Smillie, 1982).

Virios laborat6rios demonstraram que "in vitro" existe uma interagdo sensivel ao Ca** entre
a ToT e a TnC (Van Eerd e Kawasaki, 1973; Pearistone e Smillie, 1978; Grabarek et al., 1981;
Tanokura et al., 1983). Os sitios na TnT que interagem com a TnC ainda ndo foram claramente
identificados. Varios peptideos que cobrem a sequéncia da regifo T, da TnT séo capazes de ligar TnC
de maneira dependente de Ca®": os fragmentos P2, B2, CB4 e CB6 (Fig.6a) (Pearlstone e Smillie,
1978). Pan e Potter (1992) demonstraram que duas isoformas diferentes do fragmento T,, diferindo
na sequéncia dos exons 16/17 (Fig.6a), apresentam afinidades diferentes pela TnC e alteram
diferentemente a afinidade ao Ca®* da TnC. Baseado nestes resultados, uma regido relativamente
ampla de T, parece estar envolvida na interagdo com a TnC. Estudos anteriores demonstraram que
a regido ammo-terminal da TnC deve conter o sitio de interagdo com a TnT (Grabarek et al., 1981).
Recentemente, Potter et al (1995) demonstraram que a combinagdo da TnT ao complexo binario
TnC/Tnl resulta na ativagdo da atividade ATPasica da acto-miosina. Utilizando um mutante de Tnl
(que apresenta dele¢do dos aminoacidos 1 a 57) que ndo interage diretamente com a TnT eles
mostraram que esta ativagio resulta de um efeito direto da TnC sobre a TnT e ndo de um efeito
indireto da TnC sobre a Tnl que € transmitido para a TnT.

A interag@o entre a TnT e a Tnl também ja foi demonstrada, apesar das dificuldades

associadas a baixa solubilidade destas subunidades. Pearlstone e Smillie (1980) mostraram através
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de ensaios de gel filtragéo que o fragmentos B2 (Fig.6a) néo se liga a Tnl, eﬁquanto que CB4, CBS
e P2 (Fig.6a) se ligam. Chong e Hodges (1982a) demonstraram através de estudos de ligagéo cruzada
que a regido amino-terminal da Tnl esta proxima a regiio amino-terminal do fragmento CB4 (Fig.6a)
e a regiao carboxi-termimal do ﬁagmento CB2 (Fig.6a) da TnT. Concordantemente, Hitchcock et al
(1981; 1982) demonstraram através de um ensaio de prote¢do contra a marcagio com anidrido
acético que lisinas na regiio amino-terminal de CB4 séo protegidas pela Tnl e que lisinas na regiio
amino-terminal da Tnl sdo protegidas pela TnT. Nos demonstramos que a regido amino-terminal da
Tnl (aminoacidos 1-98) € necessaria para a incorporagdo da TnT em um complexo troponina estavel
(Farah et al., 1994). Pott& et al (1995) mostraram que a dele¢do dos aminoacidos 1-57 da Tnl abole
a interagdo com a TnT nos complexos binarios TnT/Tnl. Todos estes resultados indicam que o sitio
na TnT para interagdo com a Tnl reside provavelmente na regiio amino-terminal do fragmento T,,
e que a regido amino-terminal da Tul € o sitio de ligagdo para a TnT.

Neste trabalho nos produzimos mutantes de dele¢do da TnT com o objetivo de mapear as
regides envolvidas na interagédo com os outros componentes do filamento fino e para compreender
o papel destas interagdes na capacidade da TnT em conferir sensibilidade ao Ca® a atividade

ATPasica da acto-miosina.
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b) Materiais e métodos

Proteinas- Actina (Pardee e Spudich, 1982) e miosina (Reinach et al., 1982) foram preparadas de
musculo peitoral de galinha. a-tropomiosina (Smillie, 1982) foi preparada a partir de musculo
cardiaco de galinha. TnC e Tnl recombinantes foram isc;ladas como descrito (Fujimori et al., 1990,
Quaggio et al.,, 1993). Os mutantes de delegdo de Tnl foram preparados como descrito anteriormente
(Farah et al., 1994).

Construcao dos mutantes de delecdo de Tn’f - O cDNA da isoforma 3 de TnT de musculo
esquelético de galinha, clonado em M13mp18 (Smillie et al., 1988), foi utilizado como molde para
mutagénese sitio-dirigida (Kunkel et al., 1987). Previamente um sitio de Ndel havia sido inserido no
codon Metl (Farah et al, 1994). M13mp18-TnT-3 foi mutado com o oligonucleotideo 5'-
GTTATACCAGTAGCAGACTGA-3' para mudar o codon Leu?'” para um stop codon (sublinhado),
com o oligonucleotideo 5'-GGCGCAAGTAATTGAACATTGA-3' para mudar o codon Pro'* para
um codon stop e o oligonucleotido 5-AGGCGCAAGCATATGAACATTGACC-3' foi utilizado para
troduzir um sitio para Ndel (sublinhado) nos codons 192 e 193. O vetor de expressio pET, baseado
no promotor T7 foi utilizado para expressar os mutantes de delegdo (Studier et al., 1990). O
fragmento Ndel-EcoRI de M13mp18-TnT-3 contendo um stop codon na posigao 192 ou 217 foram
clonados nos mesmos sitios do vetor pET-3a. Estes vetores expressam respectivamente os
fragmentos TnT, ,,, (os primeiros 216 aminoacidos da TnT) e TnT),,,, (os primeiros 191 aminoacidos
da TnT). O fragmento pequeno Ndel-EcoRlI (produzido pelo segundo sitio para Ndel, inserido nas
posigdes 192 e 193) foi subclonado nos mesmos sitios de pET-3a, produzindo um vetor para a
expressio do fragmento TnT,,, ,; (aminoacidos 194-263). Para a produgdo do fragmento TnT,s; 5,
o inserto Ncol-BamHI do vetor de expressio pET-TnT* (Malnic e Reinach, 1994) foi subclonado
nos mesmos sitios de pET-3d (Studier et al., 1990), da mesma maneira que descrito por Pan e Potter,
1992,

Expressio e purificagdo dos fragmentos recombinantes de TnT - E.coli BL21(DE3) pLysS
(Studier et al., 1990) foi utilizada para expressar TnT selvagem, TnT, ,,, TnT, 1o;, T0T 57,56, € TnT,q,.
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.63 Culturas (4 litros) de E.coli contendo os diferentes plasmideos foram induzidas com IPTG
(0,4mM final) em A,,=0,8 e incubadas por 3 h a 37°C. Para a purificagio da TnT selvagem, TnT, ;,
TnT,,, e TnT, s, as bactérias foram recuperadas por centrifugacéo a 3.000 x g (15 minutos),
ressuspendidas em 100 ml de Tris-C1 50 mM pHS8,0, EDTA 1 mM, uréia 6 M, B-mercaptoethanoi 1,4
mM e lisadas na French Press a 16.000 psi. O extrato foi c‘entrifugado a 109.200 x g (40 minutos)
e o sobrenadante foi primeiro aplicado a uma coluna de DEAE-Sepharose Fast-Flow XK16/70
equilibrada com o mesmo tamp@o. As proteinas foram retidas na coluna e eluidas com um gradiente
de 0-600 mM NaCl As fragdes contendo as proteinas foram separadas e dializadas contra acetato
de sodio 50 mM pHS5.0, EDTA 1 mM, uréia 6 M, [;-mercaptoethanol 1,4 mM e aplicadas a uma
coluna de CM-Sepharose Fast-Flow XK16/40 equilibrada com o mesmo tampéo. Proteinas foram
eluidas com um gradiente de 0-600 mM NaCl As proteinas purificadas foram dialisadas contra Tris-
HC1 50 mM pH8,0, EDTA 1 mM, KC1 1 M, DTT 1 mM e armazenadas a -20°C. Para a purificagdo
de TnT,y, 4, as células de E.coli foram ressuspendidas em Tris-HCI 50 mM pHS8,0, EDTA 1 mM, j-
mercaptoethanol 1,4 mM e lisadas na French Press a 16.000 psi. O extrato foi centrifugado a 75.800
x g (40 minutos) e o sobrenadante foi aplicado a uma coluna de CM-Sepharose Fast-Flow XK16/40
equilibrada com o mesmo tampdo. A proteina foi eluida com um gradiente de 0-500 mM NaCl,
dialisada contra Tris-HCl 50 mM pH8,0, uréia 6 M, B-ME 1,4 mM e aplicada a uma coluna de
DEAE-Sepharose Fast-Flow XK16/70 . A proteina foi eluida no volume de exclusdo, dialisada contra
Tris-HC1 50 mM pHS8,0, EDTA 1 mM, KCl 1 M, DTT 1 mM e armazenada a -20°C. Todas as
concentragdes proteicas foram determiadas através do método de Hartree, 1972. Quando analisados
em SDS-PAGE 15 % os fragmentos de delegdo apresentaram os pesos moleculares esperados: 25.5
kD (TnT, ), 22.5 kD (TnT,.;y,), 12.5 kD (TnT,s;.44;) € 8.5 kKD (TnT,g, ;).

Reconstitui¢do do complexo troponina - TnT, Tnl e TnC (20 pM final cada) foram combinadas
em uma razdo molar de 1:1:1 e submetidas a uma série de dialises sucessivas (como descrito nos
métodos do projeto I). Apos as dialises, os complexos foram centrifugados (12,000 x g, 10 min) e
os sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -70°C. Complexos contendo os mutantes Tnl, o

e Tnl,; 5, (Farah et al., 1994) no lugar de Tnl selvagem também foram reconstituidos desta maneira.



42

Ensaios da atividade ATPasica da acto-miosina- A atividade ATPasica da acto-miosina foi medida

da mesma maneira como descrito nos materiais e métodos do projeto 1.

Ensaios de co-sedimentacfio- A ligagdo do complexo troponina a acto-tropomiosina foi analisada
através de um método de ultracentrifugagdo. Actina (20 pM), tropomiosina (2,86 pM) e troponina
(2,86 pM) foram combinadas em imidazol 20 mM pH?7,0, NaCl 60 mM, MgCl, 3 mM, CaCl, 0,5
mM, B-mercaptoethanol 2 mM (+ Ca**) ou no mesmo tampao com EGTA 0,5 mM ao invés de CaCl,
(- Ca*™). As misturas foram homogeneizadas e centrifugadas 4 315.000 x g por 10 minutos a 4°C em
uma centrifuga Beckman-Optima TLX. Os precipitados forafn lavados com tampao e ressuspendidos
no volume original utilizando o mesmo tampao. Volumes iguais da mistura antes da centrifugagao,
dos sobrenadantes e dos precipitados foram analisados em SDS-PAGE 15 % ou em Tricina- SDS-
PAGE 12,5 % (Schaegger e von Jagow, 1987) no caso dos fragmentos pequenos TnT,,, ,; € TnT;,.
.3 A quantificagdo densitométrica foi realizada utilizando-se um densitometro Shimadzu CS-9000

a 550 nm.

Eletroforese em gel ndo-denaturante- Eletroforese em poliacrilamida em Tris 25 mM/glicina 80
mM foi realizada como descrito por Head and Perry (1974). Amostras foram preparadas em solugoes
contendo Tris 25 mM, glicina 80 mM (pH 8,6), DTT 1,3 mM, azul de bromofenol 0,013 %, glicerol
10 %, KC1 200 mM e CaCl, 5 mM (+CaCl) e EGTA 5 mM (-Ca(] ), e foram processadas para

eletroforese em géis de poliacrilamida 8 %.
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¢) Resultados

i) Mutantes de delecio de TnT - Um representagdo esquematica da TnT estd apresentada na
Fig.6a. Os fragmentos quimiotripticos T, , T (Ohtsuki, 1979), os fragmentos de brometo de
cianogénio (CB) (Pearlstone e Smillie, 1977) e os subfragmentos de T, (Pearlstone e Smillie, 1978)
estao indicados. Duas regides altamente conservadas em TnTs de diferentes espécies (de Drosophila
melanogaster até homem) estdo representadas por quadrados preenchidos. A primeira destas regides
corresponde a CB2, que € uma regiéb com estrutura de alfa-hélice e o sitio de interagao do fragmento
T, com a tropomiosina (Pearlstone e Smillie, 1977). O segundo, presente dentro de T,, coincide com
uma regido contendo uma série de "heptad repeats”, tipicos de uma estrutura em coiled-coil
(Pearlstone e Smillie, 1981). Os fragmentos proteoliticos que interagem com a TnC (CB4 e CB6)
(Pearlstone e Smillie, 1978) e com a Tnl (P2 ¢ CB4) (Pearlstone e Smillie, 1980; 1985) indicam que
uma ampla regido de T, esta provavelmente envolvida na interagio com a TnC e a Tnl. As
observagdes de que B2 ndo € capaz de ligar Tnl enquanto que P2 é (Pearlstone e Smillie, 1980), e
que a Tnl pode sofrer ligagio cruzada com a regido carboxi-terminal de CB2 e com a regido amino-
terminal de CB4 (Chong e Hodges, 1982a), sugerem que o sitio de ligagdo para a Tnl na TnT reside
na metade amino-terminal de T),.

Delegdes foram produzidas na regiao carboxi-terminal da TnT com o objetivo de mapear os
sitios de mteragdo com a TnC, a Tnl e com a tropomiosina dentro de T, . Os dois primeiros mutantes
TnT, ,,6 € TnT ;5 contém o fragmento T inteiro. Tnl},; contém aproximadamente metade da
regido T, deletada, enquanto em que TnT), ,,, uma por¢do maior de T, foi deletada. Os sitios precisos
para a localizagdo dos stop codons foram escolhidos de forma que as alfa-helices preditas (também
indicadas na Fig.6a) ndo seriam interrompidas. Os mutantes de delegdo TnTs,.,¢; € TnT o, 23 R0
contém a regido T, O fragmento TnT,, ,¢; € complementar a TnT, ,,,.

Estes fragmentos foram expressos em E.coli utilizando-se o sistema pET como proteinas nio-
fusio e purificados. Os rendimentos finais de TnT selvagem, TnT, ;;, TnT, 1o, TT 5756, € TNT g4 263
purificados foram ~ 12,5 mg, 15 mg, 7 mg, 15 mg e 5 mg por litro de cultura induzida. Como a TnT

selvagem, os mutantes de delegiio sio insoliiveis em baixas forgas iénicas (100mM), exceto TnT,_,,
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que ¢ sohivel a 60mM NaCl.

i) Reconstituicio dos complexos troponina- Complexos troponina contendo TnC selvagem, Tnl
selvagem e TnT selvagem ou os mutantes de delegdo de TnT foram reconstituidos a partir dos
componentes isolados (Fig.6b). O complexo binario TnC/Tnl também foi reconstituido como
controle. Apos a reconstituigéo, os mutantes de TnT tornaram-se soliveis em baixas forgas idnicas,
indicando que foram incorporados em complexos troponina estaveis (isto ndo € necessariamente
verdadeiro para TnT,_,,, que ¢ solivel por si s0). Quando analisados en; coluna de gel filtragio na
presenga de Ca**, todos os complexos eluiram como picos Umicos, inclusive o complexo contendo
TnT, ,,, (dados ndo apresentados). Na auséncia de Ca*, TnT, ,, foi dissociado do complexo ternario
e precipitou apos centrifugagao (dados nio apresentados). Apesar de que 0 mesmo comportamento
era esperado para TnT,,,, ndo se observou precipitagio deste mutante devido a sua maior
solubilidade. Estes resultados indicam que todos os mutantes de TnT formaram complexos temarios
na presenga de Ca”* e que a regido dos aminoacidos 216-263 da TnT € necessaria para a incorporagio
da TnT no complexo na auséncia de Ca**.

Complexos contendo TnC, TnT selvagem ou TnT,s,,¢; € 0os mutantes de Tnl Tnl; ou
Tnl,g; 15, também foram reconstituidos. Tnl ¢; contém a regido amino-terminal da Tnl e Tn}; q,
através de gel filtragdo indicou que Tnl, . forma complexos temarios estaveis, enquanto que Tnl,y; ¢,
forma complexos com TnC que ndo incorporam TnT (Farah et al., 1994). No entanto, observamos
que uma remogao gradual e lenta do KCl através de dialise com uma pequena razao area/volume na
presenga de Ca® resulta em uma mistura de Tnl,g, e, TnC e TnT onde a maior parte da TnT

permanece soluvel.

iii) Incorporag¢ao dos complexos troponina no filamento fino- A ligagdo dos diferentes complexos
a acto-tropomiosina foi analisada utilizando-se um método qualitativo de sedimentagio. Os
complexos foram combinados com actina e tropomiosina na presenga ou auséncia de Ca* e

ultracentrifugados. Como Mg?* estava presente nas duas condigdes assumimos que todos os efeitos
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do Ca* sio mediados pelos sitios 1 ¢ II da TnC. Quantidades iguais da mistura antes da
centrifugacgéo, dos sobrenadantes e dos preciptados foram analisadas em eletroforese. Como esperado
(Hitchcock, 1975; Potter e Gergely, 1974), o complexo binario TnC/Tnl € parcialmente retido no
filamento fino na auséncia de Ca**, mas permanece solivel na presenga de Ca** (Fig.7a). O sitio de
ligagdo ao filamento fino presente no compléxo binario TnC/Tnl na auséncia de Ca®* reside entre os
aminoacidos 103-182 da Tnl (Farah et al., 1994). Quando a TnT selvagem esta presente, todos os
trés componentes permanecem associados ao filamento fino, tanto na presenga como na auséncia de
Ca® (Fig.7b). A TnT € portanto requerida para ancorar o complexo TnC/Tnl ao filamento fino na
presenga de Ca”". i

Para determinar qual regido da TnT € responsavel pela ancoragem do complexo binario
TnC/Tnl ao filamento fino as propriedades de ligagdo dos complexos ternarios contendo os mutantes
de delegdo da TnT foram comparados ao complexo contendo a TnT selvagem. Quando os complexos
contendo TnT,,, ¢ Tnl,, foram incubados com acto-tropomiosina estes dois mutantes
permaneceram associados ao filamento fino na presenga ou auséncia de Ca** (Fig.7c e d) mas foram
incapazes de reter o dimero TnC/Tnl no filamento fino na presenga de Ca®** (Fig.7¢c e d). Este
resultado mostra que a regido carbéxi-terminal da TnT (residuos 216-263; Fig.6a) contém o principal
sitio de interagdo entre o dimero TnC/Tnl e o filamento fino na presenca de Ca?*. Na auséncia de Ca>
a ligagido mediada através deste sitio da TnT é mascarada pelo sitio presente no dimero TnC/Tnl
(Potter e Gergely, 1974, Hitchcock, 1975).

Em contraste aos mutantes de TnT contendo dele¢des na regido carboxi-terminal, a TnT g, o,
estd sempre associada com o dimero TnC/Tul e as trés subunidades movem-se juntas do precipitado
para o sobrenadante de maneira Ca®* sensivel (Fig. 7¢). Nestes experimentos um excesso de 3 vezes
do complexo contendo TnT,, ,¢, foi utilizado para se poder visualizar a banda correspondente ao
mutante TnT,q, ,; nos géis. Consequentemente, um excesso do complexo € observado nos
sobrenadantes na Fig.7e.

Finalmente, o complexo trimérico contendo TnT,s, .., permaneceu no filamento fino na
auséncia de Ca®, e foi parcialmente removido na presenga de C#* (Fig.7f). Este resultado est de
acordo com as observagdes de Pearlstone e Smillie (1982) utilizando T, obtido por protedlise. E

importante enfatizar que na presenga de Ca** o fragmento TnTs;_,; ainda € capaz de reter uma fragio
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consideravel de Tnl e TnC no filamento fino, o que nao ¢ observado com o dimero TnC/Tnl na
auséncia de TnT (Fig.7a). Isto implica que TnT,.,¢; liga-se ao filamento fino. Quando comparado
ao complexo contendo TnT,s, ., 2 afinidade total do complexo contendo TnT,,, ., pelo filamento
fino ¢ muito reduzida (Fig.7 e, f). Na presenga de Ca®, apesar de uma concentragio 3 vezes maior
do complexo TnT,y, ,,;/TnC/Tnl ter sido utilizada, o complexo néo foi precipitado com o filamento
fino (Fig.7e) . Isto significa que o sitio de ligagéo ao filamento fino reside na metade amino-terminal
de TnT,; 5.

Os resultados da Fig.7 demonstraram que o complexo troponina apresenta trés sitios
diferentes para ligagdo ao filamento ﬁho. O primeiro, presente no dimero TnC/Tnl, existe apenas na
auséncia de Ca*". Os outros dois sitios estdo presentes na TnT: o primeiro esta contido na regido T,
e ancora o complexo troponina no filamento fino na presenga de Ca** e contribui para a ancoragem
(junto com o sitio presente em TnC/Tnl) do complexo na auséncia de Ca**. Este sitio é portanto
insensivel ao Ca*. O segundo sitio, presente na regido amino-terminal de TnT s, é sensivel ao Ca®".

Os resultados indicam também que os residuos 216-263 sdo necessarios para a retengio do
dimero Tnl/TnC no filamento fino (Fig.7c,d). Em seguida procuramos determinar os papéis da TnC

e Tnl nesta interagéo.

iv) Incorporacio do complexo binario TnC/TnT ao filamento fino- Tendo determinado que os
ultimos 50 aminoacidos da TnT estao envolvidos na ancoragem de TnC/Tnl a TnT no filamento fino,
nos determinamos em seguida qual o sitio presente no dimero TnC/Tnl que interage com a TnT.
Como ja havia sido demonstrado que a TnC isolada é capaz de interagir com a TnT na presenga de
Ca® (Fig.8a, Pearlstone e Smillie, 1978; Grabarek et al.,, 1981), a ligagio do complexo binario
TnC/TnT selvagem (sem Tnl) & acto-tropomiosina foi analisada na presenga de Ca®* para investigar
até que ponto a TnT é capaz de ancorar a TnC ao filamento fino na presenga de Ca**. Quando
complexos contendo uma razio de 1:1 TnT:TnC foram incubados com o filamento fino, uma pequena
fragdo de toda a TnC foi encontrada associada ao precipitado, enquanto que toda a TnT permaneceu
associada ao filamento fino (Fig.8b). Isto indica que quando a TnT se liga a acto-tropomiosina a TnC
dissocia-se da TnT e permanece em solugdo. A quantidade de TnC associada ao filamento fino foi

medida em fungio da TnC total adicionada. Para se obter aproximadamente uma razio de 1:1 de
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TnC:TnT ligado ao filamento fino na auséncia de Tnl, um excesso de 10 vezes de TnC precisou ser
utilizado no ensaio de sedimentagdo (Fig. 8b). Na presenga de Tnl praticamente toda a TnC
permanece ligada ao filamento fino (Fig.8b). Isto implica que apesar de a TnT e a TnC poderem
interagir na presenga de Ca®, esta interagﬁo ¢ fraca e a TnC ¢é deslocada da TnT pela acto-
tropomiosina na auséncia de Tnl.

Baseado nestes resultados concluimos que existem dois sitios diferentes de interagio entre
a TnC e o filamento fino na presenca de Ca®*: o primeiro, através da ligagdo com a Tnl que por sua
vez esta ligada na TnT, € um sitio forte. O segundo, através da interagio direta com a TnT, é um sitio
fraco e depende da presenga de Ca®. C(;mo ndo € possivel fazer uma medida direta da interagio entre
a Tnl e a TnT devido a insolubilidade destas duas subunidades na auséncia de TnC, mutantes de Tnl

foram utilizados para determinar o sitio de interagao entre a TnT e a Tnl.

v) Incorporacfio de complexos troponina contendo os mutantes de delecio de Tnl ao filamento
fino- Ja foi demonstrado anteriormente que a TnC e a Tnl estdo organizadas de uma maneira anti-
paralela, com a regido animo-terminal da Tnl (residuos 1-98) interagindo com o dominio carboxi-
terminal da TnC e o peptideo inibitorio mais a regido carboxi-terminal da Tnl (residuos 103-182)
mteragindo com o dominio amino-terminal da TnC (Farah et al., 1994). Enquanto que a Tnl, o, ndo
¢ capaz de se ligar ao filamento fino, a Tnl,, ,s, liga-se ao filamento fino e é removida pela TnC na
presenga de Ca®* (Farah et al., 1994). Para determinar que regido da Tnl esta envolvida na interagdo
com a TnT nos analisamos a ligagdo a acto-tropomiosina dos complexos Tnl, 4o/TnC e Tnl, ;. ;5,/TnC
com ou sem TnT selvagem.

A Fig.9a mostra que o complexo binario TnC/Tnl, 4, permanece solivel na auséncia de TnT
independentemente da concentragdo de Ca*". Por outro lado, os complexos contendo TnC/Tnl,.
s/ TnT selvagem estdo sempre associados ao filamento fino (Fig.9b), demonstrando que a regiio
amino-terminal da Tnl é necessaria para a interagdo com a TnT. Como os mutantes TnT,,,, € TnT,
nio contém a regido carboxi-terminal (aminoacidos 216-263) que interage com o complexo binario
TnC/Tnl (Fig.7c e d), esperavamos que eles fossem incapazes de reter Tnl, o/TnC no filamento fino.

Complexos temarios contendo Tnl, ,, e 0o mutante TnT, ,,, ou TnT ,,, foram analisados. Estes
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mutantes de TnT foram incapazes de reter Tnl, ; no filamento fino, confirmando nossas predigoes
(Fig.9c¢,d).

As figuras 9e e 9f mostram que o comportamento do mutante Tnl,, 5, néo foi influenciado
pela presenga da TnT. Ele esta associado ao filamento fino na auséncia de Ca®, e parcialmente
removido na presenga de Ca®. Isto era esperado ja que na auséncia de Ca” ele liga-se a actina ‘via”
interagir com Tnl,, ¢, na presenga Ca®, quando ela remove este fragmento de Tnl do filamento
(Farah et al., 1994).

Estes resultados confirmam que a regido amino-terminal da Tnl interage fortemente com a
TnT e que este representa o principal sitio de ancoragem do complexo binario Tnl/TnC ao filamento
fino na presenga de Ca*. O fato de que os mutantes TnT, ,,c € TnT,_,,, sdo incapazes de conectar
Tnl, 4 ao filamento fino (Fig.9¢c,d) indica novamente que a regido dos aminoacidos 216-263 da TnT
constitui o principal sitio de ancoragem para a Tnl. A possibilidade de que existam outras interagdes
mais fracas entre a Tnl e regides adicionais da TnT n@o pode ser excluida. Os resultados da Fig.9¢
103-182) nio interagem diretamente com a TnT, como esperado ja que eles interagem principalmente

com o dominio amino-terminal da TnC (Farah et al., 1994).

vi) Incorporacio do fragmento TnT, ,¢; ao filamento fino- A observagido de que o complexo
ternario contendo a TnT,s;,, € apenas parcialmente removido do filamento fino na presenga de Ca**
(Fig.7f) indica que a regido entre os aminoacidos 157-263 liga-se ao filamento fino. A auséncia da
regiao T, no mutante TnT,s; 5., permitiu-nos explorar a interagdo deste mutante com o filamento fino
e a sua relagio com a ligagdo do complexo binario TnC/Tnl na presenga e auséncia de Ca®'.

O efeito da TnC, Tul, o e Tnl,, 4, na ligagdo do fragmento TnT,s, ¢, ao filamento fino foi
investigado. Os complexos TnTs;,6/TnC, TnT,s; 56/ Tnl, 5o/TnC e TnT, s, 4¢;/Tnl g5 1,/ TnC foram
reconstituidos e a sua incorporagido ao filamento fino foi analisada. Quando o complexo TnT,s,.
,6/TnC foi incubado com o filamento fino na auséncia de Ca®, a TaL,;  foi incorporada no

filamento fino enquanto que a TnC permaneceu em solugio (Fig.10a). Este resultado demonstra que
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TnT, 57_26.3' ¢ capaz de se ligar ao filamento fino por si s6. Na presenca de Ca’* as duas subunidades
permaneceram em solugao (Fig.10a) indicando que a TnC € capaz de remover a TnT ., do
filamento fino na presenga de Ca”*. Em outras palavras, a ligagdo de Ca** & TnC aumenta a afinidade
de TnT,s,.,; pela TnC e reduz sua afinidade pelo filamento fino.

Utilizando os mutantes de Tnl, nos investigamos se a Tnl poderia alterar a interagdo da
TnT,s;.,5; com a TnC e o filamento fino. A incorporagao do complexo trimérico TnT s, ,6,/Tnl, o/TnC
ao filamento fino foi analisada. Este complexo foi sempre encontrado no sobrenadante
independentemente das concentragdes de Ca** (Fig.10b), indicando que a interagdo entre a Tnl, o €
a TnT, na presenga de TnC, impede a incorporagdo de TnT,,,; ao filamento fino. Quando este
mesmo experimento foi repetido na auséncia de TnC apenas TnT,;._,¢; foi incorporado ao filamento
fino na presenga de Tnl,_,, indicando que apenas o dimero TnC/Tnl, o, impede a incorporagio de
TnT, 5., ao filamento fino (Fig.10c).

Finalmente o complexo trimérico TnT,s;_,¢,/Tnl, 5 15,/ TnC foi analisado. Tnl,g; 15, € TnT 57 5,
foram incorporados ao filamento fino na auséncia de Ca** enquanto que a TnC permaneceu em
solugdo. As trés subunidades permaneceram soliveis na presenga de Ca®* (Fig.10d) indicando que
a ligacio de Ca*" 2 TnC causa a remogio de Tnl,, 15, € TnT,s;.,; do filamento fino.

Concluindo, este grupo de experimentos indica que na presenga de Ca** apenas a presenga
da TnC ¢ suficiente para remover TnT s, ., do filamento fino. Na auséncia de Ca** tanto a TnC

quanto a regido amino-terminal da Tnl sio necessarias.

vii) Um modelo estrutural derivado dos estudos de co-sedimentagiio- Todos os resultados obtidos
a partir dos ensaios de co-sedimentagdo podem ser resumidos em um modelo estrutural que incorpora
nosso modelo para o dimero TnC/Tnl (Farah et al., 1994) e os resultados obtidos com os mutantes
de delecio de TnT (Fig.14).

A TnT ¢ divida em trés dominios: (1) o dominio T,, que interage com o filamento fino
independentemente de Ca**. Os mutantes de TnT que contém a regido T, ligaram-se ao filamento fino
tanto na presenga como na auséncia de Ca® (Fig.7c e d); (2) a metade amino-terminal de TnT,s; 5,

que interage com o filamento fino de maneira Ca** senstvel. O fato de que o complexo contendo
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TnT,s;.,; liga-se ao filamento fino (Fig.7f) e o complexo contendo TnT ,, ,; ndo (Fig.7¢) demonstra
que a metade amino-terminal de ToT s, ,; contém o sitio de ligagdo de TnT ;.. ao filamento Este
sitio ¢ sensivel a Ca** quando a TnC esta presente (Fig.7f e Fig.10a); (3) a metade Qarbéxi-termina]
de TnT,s;.,,, que ndo interage com o filamento fino mas interage fortemente com o dimero TnC/Tnl.
Os mutantes que apresentam esta regiao deleti;da sdo incapazes de manter o dimero TnC/Tnl no
filamento fino (Fig.7c e d) enquanto que os mutantes que apresentam esta regido estao sempre
associados a TnC/Tnl (Fig.7e, f).

A ancoragem do dimero TnC/Tnl a esta regido da TnT € mediada através da interagéo com
a regido amino-terminal da Tnl (Fig.9b). ‘A TnC ¢ retida no filamento fino através da interagdo de
seu dominio carboxi-terminal com a regido amino-terminal da Tnl (Tnl, ,) (Farah et al., 1994). Na
auséncia de Ca®" a regjiio carboxi-terminal da Tnl esta ligada ao filamento fino e na presenga de Ca**
esta regido desliga-se do filamento fino e passa a interagir com o dominio carboxi-terminal da TnC
(Farah et al., 1994).

Além das interagdes descritas acima, existem interagdes fracas entre a TnC e a TnT (Fig.8).
O sitio preciso da TnT que interage com a TnC nao pode ser determinado mas a observagao de que
TnT, ;¢ é capaz de formar complexos ternarios estaveis na presenga de Ca** (como descrito no
segundo item do resultados) apesar de ndo interagir diretamente com a Tnl (Fig.9 c,d), sugere

fortemente que ele provavelmente interage com a TnC (Fig.14).

viii) Regulag¢io da atividade ATPasica da acto-miosina pelos mutantes de dele¢io da TnT- A
TnT é necessaria para a regulagdo dependente de Ca** da atividade ATP4asica da acto-miosina. Nos
analisamos as propriedades regulatorias dos complexos ternarios contendo os mutantes de TnT com
o objetivo de determinar o papel das interagoes descritas acima na regulagdo da atividade ATPasica
da acto-miosina. Razdes molares fisiologicas de actina, tropomiosina e troponina (7:1:1) foram
utilizadas. Como ja demonstrado anteriormente (Hitchcock et al., 1973; Malnic and Reinach, 1994)
o complexo binario Tnl/TnC n3o mostrou sensibilidade ao Ca** (Fig.11a). O complexo ternario
contendo a TnT selvagem foi capaz de conferir sensibilidade ao Ca** & atividade ATPi4sica da acto-

miosina, inibindo-a no pCa 9.0 e ativando-a no pCa 4 (100% corresponde a atividade ATPasica da
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acto/tropomiosina/miosina).

Os mutantes de TnT foram divididos em trés grupos distintos de acordo com as suas
capacidades regulatorias (Fig.11a): um grupo que néo confere a atividade ATPasica da acto-miosina
sensibilidade ao Ca*" (TnT,e,.,), um grupo que retém parte da capacidade inibitoria mas que €
incapaz de ativar a atividade ATPasica (TnTl_zvl6 e TnT,;.,¢;) € um grupo que perdeu a capacidade
inibitoria mas € capaz de ativar a atividade ATPasica (TnT,_,).

O complexo contendo TnT,, ,¢; ndo conferiu sensibilidade ao Ca*, um comportamento
semelhante ao do complexo binario Tnl/TnC (Fig.11a). Este resultado € compativel com o fato de
que apesar de a TnT,,, . interagir com'§ dimero TnC/Tnl, ele néo o ancora ao filamento fino na
presenca de Ca® (Fig.7f). v

Quando comparados com o complexo contendo TnT selvagem, os complexos contendo TnT,.
216 © TnT,5; 56 (que apresentam diferentes regides deletadas, Fig.6a) comportaram-se de maneira
mmito semelhante: ambos retiveram parte da capacidade inibitoria na auséncia de Ca** mas nio foram
capazes de ativar a atividade ATPasica na presenga de Ca®* (Fig.11a). TnT,,,, inibe parcialmente
a atividade ATPasica apesar de ndo ancorar o dimero TnC/Tnl ao filamento fino (Fig.7c e 9¢). O fato
de que a TnT,q;,, retém a mesma capacidade inibitoria que TnT,_,,, indica que a regido T, da TnT,
que esta deletada neste mutante (Fig.6a), ndo esta diretamente envolvida na imibigio e que a regido
presente em comum nestes dois mutantes, a metade amino-terminal de TnT,s,_,¢, (aminoacidos 157-
esta ultima regido rompida (TnT,,, ,; € TnT, ,;, Fig.6a) nio inibem a atividade ATPasica (Fig.11a).
Isto esta de acordo com a nossa observagdo de que a metade amino-terminal da TnT,s; ,;,, interage
com o filamento fino de maneira sensivel ao Ca** (Fig.7e¢,f).

O complexo contendo TnT, ,,, perdeu completamente a capacidade inibitoria na auséncia de
Ca®* mas ¢ o unico mutante que foi capaz de ativar a atividlade ATPasica (Fig.11a). Deve ser
ressaltado que este mutante nio interage diretamente com o dimero TnC/Tnl. Isto implica que a
regido T, por si s0 contém a capacidade ativatdria da TnT (veja abaixo). O fato de que TnT, ,,, nio
¢ capaz de ativar a atividade ATPasica € esperado porque além de possuir a regifio ativatoria (T),)
possui também a regido inibitéria da TnT (aminoacidos 157-216). Como os ensaios de co-

sedimentag¢io demonstraram que a regiao dos aminoacidos 216-263 da TnT, que esta ausente na
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TnT1-216 interage com o dimero TnC/Tnl (Fig.7c e 9¢), pode-se inferir que a ancorageni'do dimero
TnC/Tnl é requerida para o bloqueamento do efeito inibitorio da regido dos aminoacidos 216-263
da TnT.

O ponto médio das curvas de ATPase vs. pCa dos complexos mutantes que exibiram
regulagdo parcial (TnT, ;s ,TnT 574, € TnT ,, ) € idéntico ao obtido na auséncia de TnT pelo
complexo binario TnC/Tnl. Este é deslocado para um pCa 7.2-7.4 do valor pCa 6.4 observado com
a TnT selvagem (Fig.11b). Foi demonstrado que nos complexos TnC/Tnl, ToC/Tol/TnT e
TnC/Tnl/TnT/tropomiosina os sitios especificos para Ca** da TnC exibem uma afinidade 10 a 20
vezes mais alta quando comparada a de TnC isolada (Potter e Gergely, 1975; Quaggio et al., 1993).
Esta afinidade é reduzida e se torna igual 8 da TnC isolada quando o complexo troponina/
tropomiosina € incorporado ao filamento fino (Wnuk et al., 1984). Nossos resultados com os
mutantes de delegdo mostram que este deslocamento no pCa, decorrente da incorporagio do
complexo troponina no filamento fino, depende da presenga da TnT selvagem.

Portanto, nossos resultados sugerem que a regido T, contém a fungio ativatoria da TnT, e

que o dominio amino-terminal de TnT, s, ; (residuos 157-216) contém a fungéo inibitoria da TnT.

ix) O efeito de razdes crescentes dos complexos troponina sobre actina e tropomiosina na
atividade ATPasica da acto-miosina- Fungdes regulatorias parciais foram observadas para os
complexos mutantes (Fig.11a). Para investigar se estes efeitos poderiam ser explicados por uma
menor afinidade dos complexos mutantes pelo filamento fino, ensaios de ATPase com concentragdes
crescentes de complexo troponina sobre uma concentragdo fixa de actina e tropomiosina foram
realizados. Maiores concentragdes de complexo troponina permitiriam a saturagao dos filamentos
finos pelos complexos que porventura apresentassem afinidades reduzidas. Apenas as ATPases nos
pCas 9 e 4 foram analisadas. A comparagio de cada complexo temario contendo um mutante de TnT
com o complexo contendo a TnT selvagem esta apresentada na Fig 12.

O complexo contendo a TnT selvagem ativou a atividade ATPasica em uma razio 7:1
(actina:troponina) na presenca de Ca®, mas razdes maiores de troponina tenderam a inibir a atividade

ATPasica (para aproximadamente 90% na razido 7:7 actina:troponina, Fig.12a). A inibi¢do da
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atividade ATPasica (pCa9) na razao 7:1 foi quase compléta e néo foi significativamente melhorada
em razdes maiores de troponina (Fig.12a). O complexo binario TnC/Tnl mostrou-se novamente
incapaz de inibir ou ativar a atividade ATPasica em razoes fisiologicas (7:1), confirmando que a TnT
deve estar presente para ativar e inibir a atividade ATPasica (Fig.12a). Em altas concentragdes, o
efeito mibitorio do complexo TnC/Tnl foi um pouco melhorado (de 90% na razdo 7:1 para 55% na
razio 7:7), mas a ativagéo nao foi observada em nenhum ponto (Fig.12a).

Estes resultados obtidos com os complexos contendo os mutantes de TnT estdo de acordo
com os resultados apresentados na Fig.11a. O complexo contendo TnT,,, ,;; comportou-se de
manei;a semelhante ao complexo TnC/Tnl (Fig.12b) como observado anteriormente (Fig.11a), isto
complexos contendo TnT, ;¢ € TnTs,,,; foram incapazes de ativar a atividade ATP4sica mesmo

quando razdes crescentes de troponina sobre actina foram utilizadas (Fig.12¢,d). No entanto, as

.....

..........

estava mascarado pela redugido de suas afinidades pelo filamento fino.

O complexo contendo TnT, ,,, que apresenta 0 dominio inibitorio rompido (Fig.6a), foi capaz
de ativar a atividade ATPasica numa razio de 7:1 assim como o complexo contendo a TnT selvagem
(Fig.12¢) como observado antes (Fig.11a). A capacidade inibitoria do complexo contendo TnT, o,
também foi melhorada em concentragdes maiores de troponina, apesar de que foram necessarias
concentragdes mais altas que para os complexos contendo TnT, ,,, € TnT,s, ,; (Fig.12c, d, e).

Baseado nestes resultados de atividade ATPasica propriedades funcionais podem ser
atribuidas aos dominios estruturais da TnT que foram derivados dos estudos de co-sedimentagio: a
regido T, contém a fungio ativatoria da TnT, a metade amino-terminal de TnT,; 5, (residuos 157-
216) contém o dominio inibitorio da TnT e a metade carboxi-terminal de TnT, s, ,¢; (residuos 216-

263) ancora o dimero TnC/Tnl.

x) A TnT e a ativacio da atividade ATPasica da acto-miosina - Nossos resultados indicam que
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dois dominios da TnT sdo responsaveis pela ativagao da atividade ATPasica. Tanto a liberagdo do
efeito inibitorio causado pela ligagio da regido dos aminoacidos 156-216 da TnT ao filamento fino
quanto a agdo independente de Ca*™ da regidio T1 da TnT sdo necessarias para a ativagéo. A liberagio
do efeito mibitorio ¢ sensivel ao Ca®* e requer a ancoragem do complexo binario TnC/Tnl através da
interagdo entre a regido amino-terminal da Tnl e ;1 regiao carboxi-terminal (aminoacidos 216-263)
da TnT.

Uma predi¢io deste modelo € que a TnT selvagem, TnT, ¢ e as TnTs que ndo apresentam
aregido T, ndo devem ser capazes de ativar a atividade ATPasica, enquanto que a TnT, ,,, deve ser
capaz de ativar a atividade ATPasica na a-ﬁséncia de TnC e Tnl. A Fig.13a mostra o efeito dos
diferentes mutantes de TnT isolados (sem TnC e Tnl) na atividade ATPasica da acto-miosina. Como
predito, a TnT,_,, € capaz de ativar a atividade ATPasica para aproximadamente 120%, enquanto
que a TnT selvagem e os mutantes que ndo tem a regido T, (TnT,s,,6; € TnT,q, ;) ndo sdo. A TnT,.
,16 € capaz de ativar a atividade ATPasica, mas ndo tdo bem quanto a TnT, ,,,. Deve ser notado que
a TnT,,,, é incapaz de ativar a atividade ATPasica quando incorporada ao complexo ternario
(Fig.11a e Fig.12c¢).

Para verificar se o bloqueio do efeito inibitorio do dominio inibitério da TnT depende da
ancoragem do dimero TnC/Tnl, nos utilizamos o mutante Tnl, g, ¢,, que ndo se liga a TnT mas liga-se
a TnC (Fig.9d), e mibe a atividade ATPasica (Farah et al., 1994). As propriedades regulatoérias dos
complexos ternarios contendo a TnT selvagem e Tal selvagem ou Tnl,, ¢, estdo apresentadas na
Fig.13b. O complexo contendo Tnl,, s, inibiu a atividade ATPasica como o complexo contendo a
TnT selvagem, como esperado (Farah et al., 1994), mas foi incapaz de ativar a atividade ATPasica.
Na presenga de Ca** o complexo contendo Tnl, y, ativa a atividade ATPésica da mesma maneira que
o complexo contendo a Tnl selvagem (Fig. 13b, Farah et al., 1994). Estes resultados mostram que a
ancoragem do dimero TnC/Tnl através da interagéio da metade amino-terminal da Tnl com o dominio
carboxi-terminal de TnT,;, ¢, € realmente necessaria para a ativagido da atividade ATPasica.

Nos entdo analisamos se esta ancoragem através da metade amino-terminal da Tnl é suficiente
para a ativa¢ao da atividade ATPasica, ou se a presenca da TnC é também requerida. Filamentos finos
foram primeiro reconstituidos com os diferentes mutantes de TnT (numa razdo molar de 7:1.5

actina:TnT). A atividade ATPasica dos diferentes mutantes de TnT foi titulada com concentragoes
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crescentes de Tnl, 4, na auséncia de TnC (Fig.13c). A Tnl, ¢ nio alterou o efeito da TnT selvagem
nem dos mutantes TnT, ,, TnT, 5, € TnT,s; ., na atividade ATPasica (Fig.13c¢), indicando que a
Tnl, o requer a TnC para produzir a ativagio, como observado na Fig.13c. Experimentos controle
com a Tnl selvagem e a Tnl,, ,¢, inibiram similarmente a atividade de todos os mutantes de TnT na
auséncia de TnC (resultados ndo mostrados). Estes resultados estdo de acordo com o fato de que a
TnC ¢ necessaria, juntamente com a Tnl,_,; para remover o efeito inibitorio da TnT (Fig.10 b,c) e

produzir ativagao.



Fig.6. A, representagdo esquematica da estrutura secundéria da TnT e dos mutantes de delegdo. Os exons estio numerados.
Os quadrados cheios correspondem a duas regies conservadas entre diferentes TnTs, de Drosophila ao homem. A
localizag#o dos fragmentos proteoliticos T, T,, CB2, CB4, CB5, CB6, P2 e B2 esta indicada. As alfa-hélices preditas estio
representadas abaixo da TnT (HHH). B, complexos troponina reconstituidos. 15% SDS-PAGE mostrando os complexos
ternarios reconstituidos com TnT selvagem ou mutantes. Linha a, complexo selvagem; linha b, complexo com TnT ¢,
linha ¢, complexo com TnT,,; linha d, complexo com TnTs,,; linha e, complexo com TnT,,,; ; linha f, complexo
binario TnC/Tul. Os pesos moleculares sdo: TnT selvagem, Mr 31.142; TnT, 5, Mr 25.629; TnT, 5, Mr 22.493; TnT ;503
Mr 12.532; TuT, 44063, Mr 8.570; Tnl selvagem, Mr 21.106; TnC selvagem, Mr 18.256.
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Fig.7. Co-sedimentagio dos complexos troponina contendo os mutantes de delegdo de TnT com a acto-tropomiosina.
Actina, tropomiosina e os complexos troponina foram misturados na presenga (+Ca®") ou auséncia de C& (-C& )e
ultracentrifugados. Quantidades iguais da mistura (M), dos sobrenadantes (SN) e precipitados (P) foram analisadas em
SDS-PAGE 15% (a,b,c,d) ou gel Tricina-SDS 12,5% (e,f). Na auséncia de TnT, a TnC e a Tnl sdo encontradas no pellet
na auséncia de Ca® mas sdo removidas para o sobrenadante na presenca de Ca®” (a). Na presenga de TnT selvagem, a TnC
e Tnl sdo retidas no pellet na presenga de Ca** (b). Estes controles demonstram que a TnT ancora o dimero TnC/Tnl & acto-
tropomiosina na presenga de Ca*" Apesar de que uma razo molar de 1:1:1 das subunidades da troponina foi utilizada para
reconstituir os complexos, um excesso de TnC estava presente e foi encontrado nos sobrenadantes. Os mutantes TnT,,
e TnT, ,,, sdo incapazes de reter a TnC e a Tnl no pellet na presenga de Ca™ (c,d). Os mutantes TnT,s, 4, € TnT,g, 5, estdo
sempre associados com a TnC e Tnl (e.f). O complexo contendo TnT;, 4, € incorporado ao filamento fino na auséncia de
Ca®" e parcialmente removido na presenga de G (f). O complexo contendo TnT,,., (¢) apresenta uma afinidade
reduzida pelo filamento fino quando comparado com o complexo contendo TnT,s,.,¢; (£): na auséncia de Ca** uma fragdo
do complexo esta associada ao pellet e na presenga de Ca® o complexo é completamente removido do filamento fino. Um
excesso de 3 vezes da troponina contendo TnT,y, , fo1 utilizado para permitir a visualizagdo da banda fraca formada pelo

mutante TnT,, ,¢;, consequentemente um excesso do complexo é observado nos sobrenadantes (f).
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Fig 8. Interagio entre a TnC e a TnT. A, formagio do complexo bindrio TnT/TnC foi analisada em gel ndo denaturante. TnT
selvagem foi combinada com TnC (15 pm cada) na auséncia ou presenga de Ca*>* como descrito nos materiais e métodos,
25 pl de cada mistura (TnC+TnT) foram resolvidos em um gel de Tris/glicina 8%. Uma amostra contendo TnT selvagem
sem TnC também foi analisada (TnT). A TnT selvagem ndo entra no gel na auséncia da TnC. As TnCs livres séo
encontradas na parte de baixo do gel. Na presenga de TnC, o complexo bindrio é formado apenas na presenga de Ca*". B,
Incorporag#io da TnC ao filamento fino na auséncia de Tnl e presenga de Ca”. O ensaio foi realizado como na Fig.7.
Filamentos finos foram reconstituidos com o complexo bindrio TnT selvagem/TnC ou com o complexo ternério TnT
selvagem/Tnl/TnC (na razio molar 7:1 actina:troponina). Estes complexos foram analisados quanto a sua capacidade de
reter a TnC no filamento fino. A quantidade de TnC retida no precipitado em fung@o de concentragdes crescentes de TnC
adicionadas (indicadas na abcissa) foi quantificada através de densitometria. Os resultados mostram que para reter a mesma

quantidade de TnC no precipitado que o complexo ternirio (@), um excesso de 10 vezes TnC deve ser adicionado ao

complexo binério (A).
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Fig.9. Co-sedimentagio dos complexos contendo os mutantes de Tnl com a acto-tropomiosina. Actina, tropomiosina e 0s

complexos troponina foram misturados na presenga (+Ca”") ou auséncia de Ca** (-Ca®") e ultracentrifugados. Quantidades

iguais da mistura (M), dos sobrenadantes (SN) e precipitados (P) foram analisadas em gel de Tricina-SDS 12,5%. O

complexo bindrio Tnl, ,,/TnC permaneceu sempre no sobrenadante (a). Na presenca de TnT selvagem, Tn] 45 /TnC sdo

retidos no precipitado, tanto na auséncia como na presenga de Ca®>* (b). Os mutantes TaT, ,,, e TnT,,,, séo incapazes de

reter o dimero Tnl, o/TnC no filamento fino (c,d). Tnl,y, ,5, permaneceu associado ao precipitado na auséncia de Ca** e foi

parcialmente removido na presenga de Ca*’, independentemente da presenga de TnT (e.f).
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Fig 10. O efeito dos mutantes de Tnl e da TnC na co-sedimentagéo de TnT)s.,s; com a acto-tropomiosina. A incorporagio
dos complexos TnT s, ,¢/TnC, TnT, s, ,6,/Tnl,_o/TnC e TnT, s, 6, /Tl 5 15,/TnC ao filamento fino foi analisada como nas
figuras anteriores. A TnT s, ;¢ permanece no precipitado na auséncia de Ca®* e é removida para o sobrenadante na presenga
de Ca? (a). Na presenga da Tnl, ;e da TnC, a TnTs,.,, ndo é incorporada ao filamento fino, mesmo na auséncia de Ca**
(b). Na presenga de apenas Tnl, o a TnT,;,.,¢, € incorporada ao filamento fino tanto na auséncia como na presenga de Ca>”
(c). Neste experimento uma fragdo da Tnl, , € retida no pellet. O comportamento de Tnl,y, 5, € TnT, ;¢ € 0 mesmo quando
estes sdo analisados separadamente: ligam-se ao filamento fino na auséncia de Ca®* ¢ sdo removidos na presenga de Ca*

(d).
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Fig.11. A- Regulagiio dependente de Ca®* da atividade ATPasica da acto-miosina pelos complexos troponina contendo os

mutantes de TnT. O efeito dos complexos troponina contendo os diferentes mutantes de TnT sobre a atividade ATPasica

da acto-miosina foi medida em fung@o do pCa (indicado na abcissa). A média £ SE de pelo menos 5 determinagdes

independentes em cada pCa esta apresentada. Condigdes: actina (4pM), tropomiosina (0.57uM), troponina (0.57uM) e

miosina (0.2uM). Os resultados estio expressos como porcentagem da atividade ATPdsica da acto/tropomiosina/miosina

na auséncia de troponina. Experimentos controle foram realizados com o complexo troponina contendo a TnT selvagem

e com o complexo bindrio TnC/Tnl. O complexo contendo a TnT selvagem (@) inibiu a atividade ATPasica para 30% no

pCa 9 e a ativou para 120% no pCa 4, enquanto que o complexo binério (O) nio exibiu sensibilidade ao Ca>. Ver o texto

para descrigdo dos resultados obtidos com as TnTs mutantes. B- Normalizagio dos dados dos complexos contendo a TnT,

216 10T 19, € TnT 5506, da Fig.11a (100%= atividade ATPasica maxima para cada complexo, 0% = atividade ATP4sica

minima para cada complexo).
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Fig.12. Titulagdo da atividade ATP4isica da acto-miosina com concentragdes crescentes de complexo troponina. Apenas

os pCas 9 e 4 foram analisados. As concentragdes de proteinas utilizadas foram iguais is da Fig. 11, exceto a da troponina,

que variou como indicado na abcissa. Os resultados estio expressos como porcentagem da atividade ATPisica da

acto/tropomiosina/miosina na auséncia de troponina. Cada complexo contendo um mutante de TnT é comparado ao

complexo contendo a TuT selvagem e ao complexo binario Tnl/TaC.
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Tnl103-182Tn pCa 5

Fig.13. A- O efeito das diferentes TnTs na atividade ATPasica da acto-miosina. A atividade ATPasica da acto-miosina-

tropomiosina foi titulada com concentragdes crescentes de TnT isolada (indicadas na abcissa). A TnT selvagem, a TnT ;. 5,

e a TnT), ,s; ndo inibiram nem ativaram a atividade ATP4sica da acto-miosina enquanto que os mutantes TnT, ,, € TnT, 56

a ativaram. B- O efeito dos complexos terndrios contendo Tnl selvagem, Tnl, ,; ou Tnl,, 5, na atividade ATPasica da acto-

miosina. Apenas os pCas 5 e 8 foram analisados. As concentragdes dos complexos utilizadas estdo indicadas na abcissa.

C- O efeito de Tnl, 4, sobre as propriedades das TnTs apresentadas em A. A atividade ATP4sica de filamentos reconstituidos

com as diferentes TnTs (7:1.5 actin:TnT) foi titulada com concentragdes crescentes de Tnl, , (indicadas na abcissa).
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Fig. 14- Modelo para as mudangas conformacionais induzidas pelo Ca®* no complexo troponina. A TnT foi dividida em trés
dominios: o dominio ativatério (aminodcidos 1-157), o dominio inibitério (aminoicidos 157-216) e o dominio de
ancoragem da TnC/Tnl (aminoacidos 216-263). As interagdes da regido amino-terminal da Tnl (N-Tnl, aminoéacidos 1-98)
com ambos, a regiio carboxi-terminal da TnC e o dominio carbéxi-terminal da TnT (aminoacidos 216-263), assim como
da regifio T, com o filamento fino existem tanto na presenga como na auséncia de Ca>* (a,b). As interagdes sensiveis ao Ca*
estdo representadas por linhas pretas: na auséncia de Ca*" (a), as regides carboxi-terminal da Tnl (C-Tnl, aminoacidos 103-
182) e a regido inibitéria da TnT (aminoacidos 157-216) estdo fortemente ligadas ao filamento fino, inibindo a atividade
ATPasica da acto-miosina; na presenga de Ca** (b) estas duas Giltimas interagdes sio substituidas por uma forte interagio
entre 0 dominio amino-terminal da TnC (N-TnC) e a C-Tnl e uma fraca interagio (representada por linhas finas) entre a
N-TnC e a TnT. Estas modificagdes induzidas pelo Ca** resultam na remogio da regido inibitoria da TnT do filamento fino

gerando a ativagdo da atividade ATPasica. Os sitios precisos da TnT que interagem com a TnC ainda nfo estio claros.
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e) Discussiio

Neste projeto as interagdes entre a TnT e os outros componentes do filamento fino na
presenga ou auséncia de Ca** .foram analisadas através de ensaios de co-sedimentagdo com a acto-
tropomiosina. As fungdes destas interagdes foram investigadas através do ensaio de atividade
ATPasica da acto-miosina. Complexos troponina contendo fragmentos de TnT e/ou fragmentos de
Tnl foram analisados e a partir destes resultados, um modelo para o papel da TnT na regulagao
dependente de Ca** da atividade ATPasica da acto-miosina pelo complexo troponina foi proposto
(Fig.14). Este modelo incorpora o modelo anti-paralelo da TnC e Tnl, descrito anteriormente (Farah
et al., 1994). As interagdes no modelo aqui proposto podem ser subdivididas em dois grupos:
interagdes insensiveis ao Ca®* e interagdes sensiveis ao C4' . Estas interagdes serdo discutidas a

seguir.

i)Interagdes insensiveis ao Ca*":

-Interagdo do dominio T,_da TnT com a acto/tropomiosina,

O dominio T, da TnT estd ligada ao filamento fino, na auséncia ou presenga de Ca*,
ancorando desta maneira constitutivamente o complexo troponina ao filamento fino (Fig.14).
Pearlstone e Smillie (1983) haviam demonstrado que o fragmento proteolitico T, liga-se a uma coluna
de afinidade com tropomiosina acoplada de maneira insensivel ao Ca**. Aqui nés demonstramos que
esta regiio da TnT é também capaz de se ligar ao filamento fino de maneira insensivel ao Ca*".

A ativagdo da atividade ATPasica pelo complexo troponina observada nos ensaios de ATPase
(Fig. 11a) ocorre apenas na presenga da TnT (Malnic e Reinach, 1994; Farah et al., 1994; Potter et
al., 1995). Pela primeira vez demonstramos que esta fung¢io ativatoria do complexo troponina reside
no dominio T, da TnT. Portanto, o dominio T, ndo apenas ancora o complexo troponina ao filamento

fino, mas também esta envolvido na transmissdo do sinal do Ca** para a tropomiosina.
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A regifio dos aminoacidos 216-263 da TnT corresponde ao principal sitio de ancoragem do
dimero TnC/Tnl. Esta ancoragem € mediada via a interagao da regido amino-terminal da Tnl com o
dominio carboxi-terminal de TnT s, ,¢; (aminoacidos 216-263) (Fig.14).

O sitio de ligagdo da Tnl na TnT ja havia sido localizado anteriormente na regido amino-
terminal da Tnl (Chong e Hodges, 1982a; Hitchcock, 1982; Farah et al., 1994, Potter et al., 1995),
nossos dados portanto confirmam estes resultados. Trabalhos anteriores indicaram que os fragmentos
P2, CB5, e a regido amino-terminal de CB4 da TnT (Fig.6a) estariam envolvidos na interagédo com
a Tnl (Pearlstone e Smillie, 1980;1985; Hitchcock et al, 1981; Chong e Hodges, 1982a). No entanto,
o mutante TnT,,,, que apresenta estas regides intactas ndo se mostrou capaz de interagir com a
regiao amino-terminal da Tnl quando analisado nos ensaios de co-sedimentagéo. Estas regides da
TanT foram detectadas como candidatas a sitios de interagdao com a Tnl através de ensaios com
complexos binarios (TnT/Tnl) ou temarios (TnT/Tnl/TnC). No entanto, ¢ importante lembrarmos
que as interagOes entre as subunidades da troponina podem ser alteradas quando o complexo é
mcorporado ao filamento fimo. Nossos resultados mostraram que a regido dos aminoacidos 157-216
(o dominio inibitorio da TnT), que corresponde aos fragmentos da TnT acima mencionados (CBS5,
regido ammo-terminal de CB4 e P2, Fig.6a) liga-se ao filamento fino. Consequentemente, na presenga
de acto-tropomiosina esta regizo da TnT provavelmente ndo estaria tio disponivel para interagir com
a Tnl como na auséncia de acto-tropomiosina. No mutante TnT), ,,, uma fragao grande da segunda
regido conservada da TnT (Fig.6a), que coincide com a regido que contém "heptad repeats”
(Pearlstone e Smillie, 1981), esta deletada. Esta regido foi sugerida como estando envolvida em uma
interag@o do tipo "coiled-coil" com um "heptad repeat"” existente na regido amino-terminal da Tnl
(Pearlstone e Smillie, 1985). O fato de que a TnT, ,,; ndo mostrou interagdo com a Tnl contribui para
a idéia de que esta regido tipo "coiled-coil” da TnT esteja envolvida na interagdo com a Tnl.

Nos demonstramos aqui também que a ancoragem do dimero TnC/Tnl ao filamento fino via
a interagdo da regiio amino-terminal da Tnl com o dominio carboxi-terminal de TnT,s, ., €

necessaria para que haja a ativa¢do da atividade ATPasica da acto-miosina.
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Nos demonstramos anteriormente que a regido dos aminoacidos 1-98 da Tnl interage com
o dominio carboxi-terminal da TnC tanto na auséncia como na presenga de Ca®* (Farah et al.,1994).
A regifio amino-terminal da Tnl representa portanto o sitio de ancoragem constitutiva da TnC ao

filamento fino.

ii)Interagdes sensiveis ao Ca**

mais a sua regiio carboxi-terminal) liga-se ao filamento fino na auséncia de Ca*, causando a inibigdo

da atividade ATPasica da acto-miosma (Farah et al., 1994). Esta interag3o € enfraquecida na presenga
de Ca*, o que remove o efeito inibitério da Tnl.

Complexos ternarios reconstituidos com Tnl,y, ;5,, que ndo interage diretamente com a TnT,
inibem a atividade ATPasica numa razio 7:1 de actina:troponina com a mesma intensidade que
complexos reconstituidos com Tnl selvagem (Fig.13b e Farah et al., 1994). Isto implica que a
interagio direta da TnT com a Tnl nio € necessaria para o efeito da TnT sobre a habilidade inibit6ria
da Tnl nestas razdes molares de proteina. A TnT e a Tnl devem portanto comunicar-se de alguma
maneira, talvez através de alteragdes conformacionais na acto-tropomiosina, para produzir a inibi¢do

total, que nio é observada na auséncia da TnT (Fig.11a).

terminal da TnC,
Também foi demonstrado por Farah et al., 1994 que na presenga de Ca** 0o dominio amino-

terminal da TnC interage com a regido inibitoria da Tnl, removendo-a do filamento fino na presenga
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de Ca®.

Neste trabalho o sitio de ligagdo ao filamento fino presente dentro do fragmento TnT,s;. .,

foi localizado na metade amino-terminal deste fragmento (entre os aminoacidos 157 e 216). Chong
e Hodges (1982b) detectaram uma ligagao cruzada do fragmento proteolitico T,' com a cisteina 190
da tropomiosina. Apesar de o fragmento T, ser apenas 30 aminoacidos mais curto na sua extremidade
carboxi-terminal que T,, este resultado € compativel com a observagdo de que o sitio de ligagao a

acto-tropomiosina do fragmento TnT,s,,; esta localizado na regiio amino-terminal de T .

Os ensaios de atividade ATPasica indicaram que esta regido da TnT apresenta uma fungéo
inibitoria. Este dominio inibitorio da TnT liga-se ao filamento fino de maneira sensivel ao Ca®": na
auséncia de Ca*" a sua interagdo com o filamento fino é fortalecida e na presenga de Ca®* e TnC esta
mteragdo € enfraquecida. Concordantemente, a interagio desta regiao da TnT com o filamento fino
¢ fortalecida quando a regido inibitoria da Tnl (aminoacidos 103-182) esta ligada ao filamento fino
(na auséncia de Ca®) e é enfraquecida quando esta regido da Tnl é removida do filamento fino (na
presenga de Ca®). Pearlstone ¢ Smillie (1983) observaram que a Tnl potencia a ligagio da TnT ou
de T, a tropomiosina, ¢ que a ligagdo da Tnl também aumenta a afinidade da interagdo
T,/tropomiosina. O fato de que a Tnl, sem interagir diretamente com;, T, é capaz de afetar a

mteragdo entre T, e a tropomiosina indica que mudangas conformacionais causadas pela ligagio da

Tnl ao filamento fino podem ser propagadas pelo filamento.

-Interacdo da Tn: ma TnT, g, ;.
Apesar de a interagiio entre a TnC e a TnT ser fraca, a TnC € capaz de remover o fragmento

TaT,s;.5, do filamento fino na presenga de Ca®*. Uma ampla regido de T, foi implicada na interagio
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com a TnT nos complexos binarios (Pearlstone e Smillie, 1978). A observagao de que os complexos
ternarios contendo os mutantes que apresentam delegdes na extremidade carboxi-terminal da TnT
sio apenas estaveis na presenga de Ca** indica que realmente uma grande regifo de TnT,s;.,; pode
interagir com a TnC. No entanto, os sitios precisos da TnT que interagem com a TnC nao puderam
ser determinados.

Estudos anteriores demonstraram que o sitio para a interagdo com a TnT reside no dominio
amino-terminal da TnC (Grabarek et al., 1981). Este resultado é compativel com nossa observagao
de que a interagdo entre a TnC e a TuT ocorre apenas na presenga de Ca**. Ndo se pode excluir
porém a possibilidade de que intera¢des entre o dominio carboxi-terminal da TnC com a regido
TnT,;;,¢ também existam.

O efeito da ligagio do Ca** a TnC poderia ser transmitido & TnT ou & Tnl. Recentemente,
Potter et al (1995) demonstraram através da utilizagdo de um mutante de Tnl (Tnld57, delegao dos
residuos 1-57) que ndo interage diretamente com a TnT em complexos binarios TnT/Tnl, que a
ativagdo da atividlade ATPasica da acto-miosina resulta de uma interagéo especifica e dependente de
Ca” entre a TnT e a TnC. No entanto nds demonstramos aqui que nio apenas a TnC, mas a regido
amino-terminal da Tnl também € necessaria para que haja a ativagido da atividade ATPasica. O
putante Tnl,y; 6, utilizado em nossos estudos apresenta uma delegdo maior (delegio de 102
aminoacidos) que o mutante utilizado por Potter et al (1995). Como Tnld57, Tnl,; 5, requer a
presenca de Ca** para formar um complexo temario estavel, mas diferentemente de Tnld57, o
complexo temario contendo Tnl,, ., é instavel quando o Ca®* é quelado por EGTA. E possivel que
Tnld57, apesar de nédo interagir com a TnT quando analisada em complexos binarios (Potter et al.,
1995), seja capaz de interagir com a TnT no complexo ternario ou quando este € incorporado ao
filamento fino, o que explicaria a capacidade ativatéria deste complexo. Por outro lado, no complexo
contendo Tnl,g, 4, as interagoes entre a TnT e a Tnl estariam completamente abolidas, como foi
demonstrado através do ensaio de co-sedimentagdo. E interessante salientar que a regido do " heptad
repeat" que existe na regido amino-terminal da Tnl esta localizada entre os aminoacidos 57 e 106
(Pearlstone e Smillie, 1985). Portanto esta regifo de "heptad repeat” ainda esta presente na Tnld57
mas deletada na Tnl, , ,. Se os "heptad repeats” observados na TnT e na Tnl estio realmente

envolvidos na interagdo TnT/Tnl como sugerido por Pearlstone ¢ Smillie (1985), esta interagao
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estaria menos prejudicada no complexo contendo Tnld57 que no complexo contendo Tnl,y;. g,
Enfim, estas observagdes acima poderiam explicar porque os complexos contendo Tnld57 sdo

capazes de ativar a atividade ATPasica enquanto que os complexos contendo Tnl,; g, néo0 sao.

Concluindo, os ensaios de co-sedimentagao, apesar de qualitativos, nos permitiram propor
um modelo estrutural que apresenta as interagdes da TnT com os outros componentes do filamento
fino, na auséncia e na presenga de Ca**. O papel funcional destas interagdes foi investigado através
de ensaios de regulagio dependente de Ca** da atividade ATPasica da acto-miosina. O modelo
propde que as interagdes insensiveis ao Ca*' nilo sdo significativamente alteradas com a mudanga na
concentragio de Ca®" e seriam portanto estruturais. As interagdes sensiveis ao Ca>* por outro lado
sofrem uma alteragdo: as regides inibitorias da Tnl e da TnT, na auséncia de Ca*" interagem
fortemente com o filamento fino e fracamente com a TnC. Nesta situagdo, a atividade ATPasica da
acto-miosina esta completamente inibida. Na presenga de Ca®* a regido inibitoria da Tnl passa a
interagir fortemente com o dominio amino-terminal da TnC e fracamente com o filamento fino; o
dominio inibitério da TnT, passa a mteragir mais fortemente com a TnC do que com o filamento fino
(Fig.14). Nesta situagio a atividade ATPasica da acto-miosina € ativada. E importante salientar, que
a ancoragem via a interagdo amino-terminal da Tnl com a regido 216-263 da TnT, apesar de
insensivel ao Ca®*, é necessdria juntamente com a TnC para a ativagdo da atividade ATPasica.
Também ¢ interessante o fato de que o dominio inibitorio da TnT (aminoacidos 157-216) ¢ adjacente
a regiio CB2 da TnT (Fig.6a), a regido presente dentro de T,, rica em alfa-hélices e que interage
fortemente com a tropomiosina independentemente de Ca®* (Pearlstone e Smillie, 1977). E possivel
que esta regido seja sensivel as mudangas conformacionais dependentes de Ca** no dominio inibitério

adjacente e que desta forma transmita o sinal do Ca** para a tropomiosina.
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DISCUSSAO GERAL

De todos os complexos proteicos multiméricos o filamento fino ¢ um dos mais bem
conhecidos. Todos os componentes deste complexo sio conhecidos, assim como suas respectivas
fungdes. Isto se deve ao fato de que as proteinas que constituem o filamento fino existem em grande
abundancia nas células musculares esqueléticas e podem ser obtidas em grandes quantidades através
de métodos simples de purificagio (Colowick e Kaplan, 1982). Além disto este sistema apresenta a
vantagem de poder ser reconstituido "in vitro", simplesmente misturando-se todos os componentes
(Greaser e Gergely,1971; Potter, 1982).

| A clonagem dos cDNAs das subunidades da troponina (Reinach e Karlsson, 1988; Quaggio
et al, 1993; Smillie et al., 1988) e sua expressio em E.coli (Quaggio et al., 1993; Farah et al., 1994)
tornou possivel a produgio de fragmentos destas proteinas (Farah et al., 1994; Li et al., 1994; Pan
e Potter, 1992) o que tem possibilitado um mapeamento detalhado dos dominios destas proteinas e
de como estes dominios interagem para produzr a regulagdo da contragdo muscular. Um dos
principais problemas relacionados a produgdo das subunidades da troponina em E.coli ¢ a alta
insolubilidade das troponinas I e T. Apos sua purificagdo estas proteinas comportam-se como
proteinas desenoveladas, que se agregam e precipitam a baixas forgas.ibnicas e podem ser mantidas
sohiveis apenas em altas forgas ionicas (0.5 a 1M KCI) (Quaggio et al., 1993; Farah et al., 1994). Os
ensaios realizados com estas subunidades isoladas devem ser portanto sempre realizados em altas
forgas iGnicas, para evitar a sua precipitacao. No entanto, na presenga da TnC, que € solivel a baixas
forgas ionicas, a Tnl e TnT sio incorporadas em um complexo temario altamente sohivel, tanto na
presenga como na auséncia de Ca** (Potter, 1982).

Os resultados do projeto I (Malnic e Reinach, 1994) mostram que a co-expressio das trés
subunidades da troponina em E.coli representa um meio para se contornar este problema da
insolubilidade das troponinas I e T. Um complexo temario altamente sohivel pode ser purificado

diretamente de E.coli. Embora os trés cDNAs tenham sido construidos sob a regulagio do mesmo
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tipo de promotor (T7), os niveis de expreésﬁo de proteina ndo foram os mesmos para as trés
subunidades da troponina. Enquanto a Tnl teve sua expressdo aumentada, os niveis de expressao da
TnT foram reduzidos quando comparados com os plasmideos contendo apenas um gene.
Consequentemente, os baixos niveis de TnT limitaram o rendimento final do complexo troponina
produzido por este vetor a S mg /litro de cultura induzida. Os fatores que levam a esta diferenga nos
niveis de expressdo de cada subunidade néo sdo conhecidos. Diferengas podem ocorrer a nivel de
controle de tradugdo dos diferentes RNAs mensageiros, estabilidade dos diferentes RNAs
mensageiros, estabilidade da proteina dentro da E.coli, competi¢io pela maquinaria de sintese da
E.coli, etc.

No caso do complexo troponina, tanto a reconstituigdo "in vitro” como a "in vivo" produzem
complexos igualmente funcionais, pelo menos quanto as caracteristicas analisadas. Existe a
possibilidade de que estes complexos apresentem diferengas que nido foram detectadas através dos
ensaios utilizados, mas que seriam detectadas através de analises mais finas. Os complexos
produzidos "in vivo" poderiam ser mais homogéneos quanto a sua estrutura, o que poderia facilitar
a sua cristalizagio e determinacgdo da sua estrutura cristalografica.

Os resultados obtidos mostram que o desenovelamento do complexo troponina é reversivel,
e um complexo troponina funcional pode ser obtido "in vitro". No entanto, ha exemplos de outras
proteinas multiméricas, cujo desenovelamento € irreversivel. Nestes casos, a co-expressdo das
subunidade em E.coli pode representar um meio de se produzir estas proteinas funcionais.

A partir dos resultados do projeto I ficou claro que a incorporagio da TnT no complexo
troponina € necessaria para que a regulagdo da atividade ATPasica da acto-miosina seja sensivel ao
Ca”. Para compreender como a TnT € capaz de propagar a atividade regulatoria de um complexo
troponina para 7 actinas, no projeto I deste trabalho, mutantes de delegdo de TnT foram construidos
com o objetivo de mapear as regides envolvidas nesta fun¢do. Os mutantes foram analisados quanto
a sua capacidade de regular a atividade ATP4sica da acto-miosina e quanto a capacidade de serem
incorporados ao filamento fino. Mutantes de Tnl foram utilizados também nos mesmos ensaios, ¢
juntamente com os mutantes de TnT permitiram a elabora¢do de um modelo detalhado de como os
componentes da troponina interagem entre si, com o filamento fino € como estas interagbes sdo

modificadas em fungdo das concentragdes de Ca*".
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Os resultados do projeto I indicaram que a Tnl e a TnT prbvavelmente estdo corretamente
enoveladas apenas quando associadas 8 TnC ou no complexo temario. Este fato mostra a importancia
de se estudar o complexo troponina como um todo, e nao as suas subunidades isoladas. Neste
segundo projeto, nés procuramos sempre que possivel utilizar nos ensaios realizados o sistema do
filamento fino completo, ou seja, tanto nos ensaios de co-sedimentagdo como nos ensaios de atividade
ATPisica filamentos finos reconstituidos com actina, tropomiosina e 0 complexo troponina temario
(exceto em alguns experimentos controle) foram utilizados. Este procedimento mostrou-se muito util
para a determinagdo das interagdes que ocorrem no sistema completo € que portanto apresentam uma
relevancia fisiologica. Por exemplo, a interagdo de TnT,,, ,c; com o filamento fino, apesar de muito
fraca, foi detectada na auséncia de Tnl e TnC (dados ndo mostrados). No entanto, na presenga de Tnl
e TnC, ficou evidente que esta regido da TnT contida neste mutante, interage com a Tnl (Tnl, i) e
n3o com o filamento fino. Em conclusdo, através da utilizagdo do sistema multimérico completo, foi
possivel descartar algumas interagdes que ocorrem "in vitro" com subunidades isoladas, mas que
provavelmente néo existem "in vivo", ou no filamento fino completo.

Através dos resultados do projeto Il n6s pudemos demonstrar pela primeira vez que o papel
da TnT ndo € apenas ancorar 0 complexo troponina ao filamento fino, mas que a TnT participa
ativamente da regulagdo da contragdo muscular através da transdugio dos sinais resultantes da
ligagio do Ca** a TnC para a tropomiosina. Ficou claro, que as mudangas conformacionais
dependentes de Ca** que ocorrem na regido globular do complexo troponina (que contém a TnC, Tnl
e a regido T,) sdo transduzidas para a regido I da TnT para produzr a ativagdo da atividade
ATPasica. Demonstramos também que a interagio direta da regiio amino-terminal da Tnl com a
extremidade carboxi-terminal da TnT (aminoacidos 216-263) € necessaria para a produgédo desta
ativagdo. Portanto a Tnl, além de sua bem conhecida fungdo inibitéria na auséncia de Ca*', apresenta
também um papel na fungdo ativatéria do complexo troponina na presenga de Ca*.

A ativagdo da atividade ATPasica da acto-miosina pelo complexo troponina observada em
nossos experimentos ndo € muito alta (aproximadamente 20% acima da atividade ATPasica na
auséncia de troponina), mas € altamente significativa e ocorre apenas na presenga da TnT.
Recentemente, Fraser ¢ Marston (1995) estudaram o controle do complexo troponina sobre a

mobilidade do filamento fino sobre miosina imobilizada através do ensaio de mobilidade "in vitro"
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(Kron e Spudich, 1986). Eles mostraram que na auséncia de Ca®, o complexo troponina causa uma
diminui¢éo no niimero dos filamentos moveis, sem porém dissociar os filamentos finos da superficie
de miosina. Portanto mais uma vez ha evidéncias de que o complexo troponina nao bloqueia
completamente a interagio entre a miosina e actina na auséncia de Ca>* como prediria 0 modelo do
impedimento estérico, o que ¢ compativel com os dados bioquimicos obtidos por Chalovich e
Eisenberg (1982), Rayment e colegas (1993) e Mc Killop e Geeves (1993). Fraser e Marston (1995)
verificaram também que o complexo troponina nio apresenta nenhum efeito sobre a velocidade da
mobilidade do filamento fino sobre a miosina na auséncia de Ca**, mas apenas sobre a proporgio dos
filamentos méveis. Na auséncia de Ca** o numero de filamentos méveis é reduzido; na presenga de
Ca”, este mimero é aumentado. Ou seja, cada filamento € "ligado” como uma unidade cooperativa,
em um processo "tudo ou nada". Adicionalmente, na presenga de Ca>* ocorre um aumento
significativo na velocidade da mobilidade do filamento fino sobre a miosina. Este aumento ocorre
apenas quando a TnT esta presente, e nao foi verificado para o complexo binario TnC/Tnl (Fraser
e Marston, 1995). E provavel que este efeito da TnT sobre o aumento na velocidade da mobilidade
do filamento fino sobre a miosina esteja relacionado com a ativagio da atividade ATPasica observada
em nossos ensaios de ATPase.

Que o papel regulatorio da TnT € transmitido ao filamento ﬁnb através da tropomiosina, ja
esta bastante claro. No entanto, o mecanismo através do qual se da esta comunicagio, nio ¢
conhecido. Sabemos que na auséncia de Ca** a TnT juntamente com a Tnl de alguma maneira
mantém a tropomiosina em seu estado "off", e na presenga de Ca** em seu estado "on". Através de
nossos resultados, pudemos localizar os dominios inibitorio e ativatério da TnT. Como estes
dominios exercem seus papéis ainda néo esta claro. A regido CB2 (aminoacidos 77 a 157, Fig.6),
presente dentro do dominio ativatorio T,, que se liga fortemente a tropomiosina (Pearlstone e Smillie,
1977) seria um forte candidato para alterar a posicdo da tropomiosina sobre a actina, como
pressuporia 0 modelo de impedimento estérico da regulagao da interagido entre a actina e a miosina.
A regido CB2 apresenta alto conteudo de estrutura de alfa-hélice quando analisada através de
dicroismo circular (Pearlstone e Smillie, 1977), e apresentaria no total aproximadamente 22 voltas
de alfa-hélice. A regido entre os aminoacidos 180 e 284 da tropomiosina, que contém o sitio de

ligagdo para CB2 (White et al., 1987), apresenta aproximadamente 26 voltas. O fato de que a regido
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T, da TnT apresenta-se como uma estrutura 'em bastao (Flicker et al., 1982; White et al., 1987) indica
que a regiio CB2, contida em T,, apresenta uma estrutura estendida, que dispoe-se paralelamente a
estrutura em "coiled coil” da tropomiosina. A regido de contato entre a regidao CB2 com a
tropomiosina corresponderia aproximadamente a 1/3 do comprimento da tropomiosina (que apresenta
284 aminoacidos). Esta regido de contato, seria o sitio da propagagéo do sinal proveniente da ligagdo

do Ca*" a TnC para a tropomiosina que resultaria na ativagdo da atividade ATPasica. A regido de

.....

-----

de como exatamente as intera¢des entre os dominios inibitorio e ativatorio da TnT com a
tropomiosina resultariam na inibigdo (na auséncia de Ca*") e na ativagdo (na presenga de C#") da

atividade ATPasica ainda estio em aberto.

A partir deste modelo varias hipoteses poderdo ser testadas e analisadas em maior detalhe,
como por exemplo, se a regido T, apresenta alteragdes conformacionais nos estados "on" e "off" que
nio foram detectadas com a metodologia utilizada neste trabalho; quais as regides da TnC e da TnT
envolvidas na interagdo TnT/TnC na presenga de Ca**, e desta maneira detalhar melhor o papel da
mteragdo da TnT com a TnC na ativagao da atividade ATPasica; como a Tnl comunica-se com a TnT
para produzir a inibigao da atividade ATPasica, ja que foi demonstrado que a interagdo direta da Tnl

com a TnT nio € necessaria para a inibigao total (Farah et al., 1994).
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