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RESUMEN

Microscopia electrinica de filimentos pruesos de miscule de
tarintula tefiidos negativamente, revela que la fosforilacién de las ca-
denas ligeras regulatorias (P-LC) va acompafiada de la péedida del orden
en hélice que las cabezas de miotina mantienen en la supedfide del f-
lamento grueso, y que las cabezas sobresalen por fuera del esqueleto
del filamento grueso, Este desorlen implica un movimiento de masa
en la seccidn transversal del filamento, el cual hemos detectado 2 travds
de la seccién ecuatoral del patrén de difraccidn de myos-X. Hemos
obtenido patrones ecustoriales de rayos-X de mibsculos de Avicularia sp
en el estado relajade (P-LC no fosforiladas) y en el estado fosforlade
fen la ausencia de caleié para evitar la contmecidn) mediante el uso de
una guinasa de cadena lgera de micsina {(MLCK) caldo-insensitiva. La
Aosforilacion se hizo en presencia de 1 mM ATP-8-5 a objeto de pro-
dueir una tiofosforilacibn irreversible d= las cadenas ligeras. La fosfo-
tlacitn de las cadenas Hgeras se verifico por electroforesiz en peles de
ureafglicerol. Los patrones de difraccidn de rayos-X ecuatordales mos-
traron una disminucién en la intensidad de la reflexién (10) ¥ un incre-
mento en la (11) y la {20) luego de la fosforilacién. En los mapas bidi-
mensionales de densidad electrbnica caleulados mediante sintesis de
Fourder, usando estas tres reflexdones, fue posble obtener la distribu-
con de masa para el reticulo hexagonal y el cambio que ocurre luego
de la fosforilacién. Los mapas de densidad electrénica muestran que
lm:gu de la fosfordlacién ocurre unz disminucién de masa en 1a ujree-
ficie de los filamentos gruesos. Tal disminecidn ha sido interpretada
en terminos de un sumento en la separacion promedio entre log sub-
fragmentos 5-1 de las moléculas de miosina y el esqueleto del filamento
gruesa, de al menas & am.
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H-BAY DIFFRACTION STUDY OF THE STRUCTURAL CHANGES
ACCOMPANYING THE PHOSFHORYLATION OF TARANTULA
MUSCLE THICK FILAMENTS

ABSTRACT

Electron micrascopy of negatively stained thick filaments of
tarantula muscle reveals that regulacory light chain (P-LC) phosphor-
ylation is accompanied by a loss of the helical ardering that the myosin
heads fonm on the thick filament surface, and that some heads project
away from the filament backbene. This disardedng implics a mass
movement in the transverse scction of the filaments, which we have
detected through the equatorial X-ray patterns of Avicularia sp muscles
in the relaxed state {P-LCs non phosphorylated) and in the phasphar-
ylated state (in the absence of calcium o avoid contraction) by using
a calcium-insensitive myosin light chain kinase {MLCK). The phos
pharylation of the P-LCs was verificd by wreafglycerol pel clectrophor.
esis. Equatoral X-ray patterns showed a decrezse in the ineensity of
the {10} reflection and an increase in (11) and (20) after phospharyla-
tion. In the bidimensianal electron density maps caleulated by Fourer
synthesis, using these three reflections, it was possible to obtain the
mags distribution in the hexagonal Jattice and the changes that oecurs
after phosphorylation. The electron density maps shows that there is
a decrease of mass in the surface of the thick filaments. Such decrease
of mass has been interpreted as an increase in the average separation be-
tween 5-1 subfragments of the myosin heads and the thick Alament
backbone, of at least & nm.

INTRODUCCION

En ciertos tipos de misculos, 1a actividad contricril es
controlada por la fosforilacion de las cadenas ligeras regula-
torias {P-LC) de las moléculas de miosina (ver figura 1-a),
En estado relajado las cadenas liperas regulatorias no estin
fosforiladas e inliben la interaccién actina-miosina, mien-
tras que en la activacion [{Ca®**)} > 107°% M ], el calcio s¢ unc
a la calmoduling, v este complejo activa a la quinasa de cade-
nas ligeras (MLCK) de la miosina, [a cual fosforila las P-LC
ocurriendo la interaccidn actina-miosina v, por lo tanto,
el movimiento {ver firura 1-b). Cuando el nivel de calcio
disminuye, el complejo calmodulina-caleio se disocia de la
quinasa, la cual se inactiva y las P-LC se desfosfonilan por
la accion de una fosfatasa de cadenas ligeras independientes
de calcio (ver figura 1-b).

Las bases estructurales de la repulacion asociada a mio-
sina por fosforilacion de las P-LC son desconoeidas, pero
recientemente se ha propuesto una hipdtesis segin la cual
cuando las P-LC se encuentran desfosforiladas las cabezas de
miosina se disponen en una conformacién que no les permite
interactuar con los filamentos de actina™™® (figura 2a). Esta
hipbtesis s¢ basa en la estructura de la superficie del filaimen-

_to grueso de musculo de tarintula en ol estado relajado, la

cual ha sido determinada a 5 nm de resolucién mediante re-
construccion tridimensional de micrografias clect:dnicas,®?
siecndo éste el filamento srueso en el cual la estructura de su
superficie se conoce 2 mayor resolucion espacial en la actuali-
dad. En estudios recicntes por microscopia clectrdnica, 9.8
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s¢ ha determinado gue la fosfonlacion de las P-LC en fila-
mentos gruesos aislados de miscule estriado de tarantula,
produce un desorden masivo del arreglo ordenado que forman
las cabezas de miosina en la superficie del filimento grueso
(figura 2b}). Es posible que dicho desordenamiento sea indu-
cido por el procedimiente de tincién nesativa. Una técnica
estructural alternativa que permitiria verificar los resultados
de microscopia elecrrdnica, evitando la posibilidad de cual-
quier artefacto de tincidn, con la ventaja de no ser destructiva
v permitir cuantificar los cambios, es la difraccién de rayos-X.
En trabajos previos,™ ™ hemos caleulado tedricamente
los cambios que deberian observarse en la seccidn ecuatorial
del patron de difraccion de rayos-X coando el arreglo en
hélice de las cabezas de miosina se desordena. El objetivo
del presente trabajo es el de verificar experimentalmente en
misculos estnados de tarantula, cuales son los cambios en el
patron ecuatorial de difraccion de rayos-X inducidos por la
fostorilacion de las P-LC,

La comparacion de los resultados experimentales con los
cileulos tedricos previos, "™ ' permite concluir gue cuando las
P-LC de muscule de tarantula se fosforilan ocurre un movi-
miento de los subfragmentos 5-1 desde la superficie del esque-
leto del filamento grueso, del orden de al menos 6 nm. Un
reparte preliminar de este trabajo ha sido publicado recien-
temente, "’
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MATERIALES ¥ METODOS
Especimenes:

se utilizaron aranas Avicularia sp, a las cuales se les dise-
caron los misculos largos que van de articulacién g articula-
cion en el primer segmento proximal {fémur) de las extremi-
dades. Durante la diseccién v hasta ¢l momento de comenzar
#]l desmembramiento, los musculos fueron mantenidos en so-
lucién fisiolégica de arafia (€ = 4 °C).*

Solucones:

Solucion “Ringer tardntula™: 190 mM de NaCl 2 mM
de KCI, 4 mM de MgCl; v 1 mM de solucion tampdn de fos-
fato (Ma}. pH = 7,8.*¢

Solucion relajadora: 100 mM KAc, 5 mM MgAc, 5 mM
EGTA, 15 mM KHy PO, , 2% p/v PVP-40, 5 mM NaN;, 5 mM
ATP, pH = 7,2, B°C.

Solucién de rigor: Similar a la solucion relajadora pero
sin ATP.

Solucion fosforilante; Similar 2 la solucion de rigor,
pero con 25 pgfml de quinasa de cadenas ligeras de miosina
(MLCK) insensibilizada al calcio, 15 pg/ml de calmodulina de
gerebro de bovino v 1 mM de ATP-3-5,
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Figure 2. Modelo del filamento prieso de misculo de tordntuln basado en la
raconsteuecddn teldimensional de diche filomento {refs, 5 ¥ 93 ¥ osendo siete esfe.
ra contigues pare modelar coda par de cabezas de 15 nm (ref. 12). Lo parte aupa-
rior de cada dibujo muessdrs une perspectiva lnteral, rieniras gue la parta infecior
muestre |8 correspondienie proveccion axial sobre ua plano perpendicutar al ofc
del fllomento, {a) Estado relajado (zegdn refe. 5 ¥ 9), mostrendo las cabezas de
mioting muoy <efea-del eaqueleto del filamento gru=sa. (b)) Estade "desgrdemn-
do'” hipotético gue pudicran adguirdr Ins cabezas de miosine luego da la fosfor-
lacibn de lea P-LC, segim la hipdtesis de Crowther ¥ col, {tef. 5) ¥ segln datos de
microscopis dectrdnica (refs. 3, 4 ¥ B). Eatos gréficos a0 realizaron 6 escala en ol
computador, utiizande los dguienies datos de Ia biblogrofin:
Padio del eaquelate ded flamento= 10 nm (ref. 5},
" Ejelergo decads cabeza demioginae 15 mm (rof. 5).

Insensibilizacion de la quinasa al Ca™:

Para evitar la ocurrencia de contraccion debida a la pre-
sencia de Ca™, la fosforilacion fue inducida mediante una
quinasa de cadenas ligeras de miosina (MLCK), previamente
insensibilizada al Ca"™ mediante digestidn triptica en pre-
sencia de Ca*™ y calmodulina.! Una solucion de 2,5 mp/ml
de MLCK de misculo liso de pollo {cedida por el doctor
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J. Kendrick-Jones) fue diluidz hastz 0,5 mg/ml y se adiciond
0,2 mM de Ca** v exceso de calmodulina para acrivar la MLCK.
Después se agregd tripsina (Sigma T-8128) 2 una proparcion
proteinaltripsina de 230/1 v se mantuve la solucidn en hielo
durante una hora. La digestion fue terminada por la adicién
de un exceso de inhibider de tripsina (Sigma T-9253, pro-
porcion 10:1).

Desmembramiento:

Para poder difundir la quinasa dentro del reticulo de
miofilamentos se utilizd un método de desmembramiento
quimico desarrellade para esta preparacion.'® Los misculos
a ser utilizades en los cxperimentos de rayos-X fueron, luego
de disecados, introducidos en un “vial” con solucion relaja-
dora (pH = 6,3 y t= 4 °C)en presencia de 0,5% (v/v) de
TRITON X-100"-* y agitados a 60 rpm durante 3 horas. El
musculo fue luego lavado con solucion relajadora (pH = 7,2)
para eliminar €l TRITON X-100 y comenzar los experimentos,

Longitud del sarcomero:

La longitnd del sarcomero de los miscolos fue medida
2 partir de sus correspondientes patrones de difraccion opti-
cos. Estos fueron obrenidos utilizando un liser de He-Ne
(A= 06382 pm),

Registro mecinico:

La tension del miasculo fue medida isométricamente con
un transductor de tension de puente resistiva UFL, el cual fue
conectado 2 un preamplificador v éste al sistema de registro. 1

Rayos-X:

Para obtener los patrones de difraccion ecuatoriales de
los misculos se utilizé un generador de rayos-X de dnodo
de cobre {Siemens Kristaloflex 810), El haz fue monocro-
matizado (A = 0,154 nm) y enfocado horizontalmente me-
diante un cristal de cuarzo cortade asimétricamente a 7°.
Los patrones de difraccién fueron registrados en pelicula
fotogrifica para rayos-X CEA-VERKEN. El tempo de expo-
sicifm necesario para registrar los patrones fue de 5 a 14 ho-
ras, dependiendo del tamano del misculo, Las peliculas, una
ver expuestas, fueron densitometradas en un microdensith-
mctre Joyce-Loebl, modelo ME-IIL, v el drea bajo el pico de
cada reflexion {intensidad) fue estimada por pesada, luego
de eliminar el fondo.

Fosforilacion:

Los misculos eran fosforilados incubindolos 2 28 °C,
durante una hora, en una solucidn que contenia 25 pg/ml de
MLCK previamente insensibilizada a caleio por digestion trip-
tica ¥y 1 md ATP=y-5." Sc usd el analogo de ATE (ATP-y-5)
para obtener un estado de fosforilacion irreversible™ y garan-
tizar que, durante la exposicitn a los rayos-X, las P-LC esten
tostonladas.
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Verificacion del estado de Eosforilacion:

El estade de fosforilacion de las P-LC se verificd por
electroforesis en geles de urea/glicerel segin la técnica de
Perric v Perry.® Para las electroforesis los mlsculos fueron
procesados segin el método de Kendrick-Jones v col.®

Determinacion de las estructuras:

La funcion densidad electronica de la proyeccion axial
del reticule miofilamentoso fue obtenida por sintesis de Fou-
rier, usando las tres primeras reflexiones de los patrones de di-
fraccidm ecuatorial.™ Las intensidades fueron corregidas por
¢l factor de Lorentz (v'h*+ k?+ hk) y los factores de estruc-
tura Fpy fueron calculados a partir de estas (Fp = T ). 5¢
asumic centrosimetria en [a estructura de manera que las fa-
ses posibles de cada reflexion se redujeran a dos: 0 & w.
La densidad electronica fue calculada, entonces, segin la
Cix, y)= VA ZyZy * | Fyy | cos 2n (hx + ky).

expresion:

Todos los cidlculos fueron hechos en la computadora
VAX 11-780 del IVIC v en una IBM PC-AT.

RESULTADOS

Se obruvicron patrones ccuatoriales de difraccion de
rwyos-X delos misculos de tardntula en estado relajado (P-LC
no fosforiladas) y fosforilados (P-LC fosforiladas) con regis-
tros mecanicos simultaneos.

Patrones de difraccion de rayos-X:

Al fosforilar los misculos, se encontra que la reflexion
10 disminufa en intensidad, mientras que las reflexiones 11
y 20 aumentaban. La tabla 1 presenta fas intensidades de las
tres primeras reflexiones ecuaroriales de los™ patrones de di-
fraccion de ravos-X (referidas a la reflexion 10 de cada caso)
para los musculos relajados y fosforilados.

TABLA 1

INTEMSIDADES RELATIVAS DE LAS TRES FRIMERAS
REFLEXIONES ECUATORIALES PARA
MUSCULO DE TARANTULA
{relajade y fosfarilada)

CONDICION

REFLEATON Heidj::.da- Fa:.fari!ad'a
fig 100 100

Lis 78 = 10 180 * 10
L 64 = 12 150 = 8
Lig# Iy 1,28 = 0.05 0,55 * 0.04
Tt X 1.54 + 0.13 0,66 * 0.07

Walores promedio de 6 cxperlmentos * ¢l error estander de e media. En cada
condicion La intensidad de las reflexiones estan referidas  le de bn reflexion 10,
s lo cisl 5= lo wsigno el valor arbitrario de 1000
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Para descartar la posibilidad de que los cambios observa-
dos en el patron de difraccion de rayos-X se deban a la ausen-
cia de ATP en la solucion fosforilante, se obtuvieron patrones
de difraccion de rayos-X de milsculo de tarintula en solu-
cion fosforilante que contenia 5 mM ATP ademds de 1 mM
ATP-#-5 v 25 pgfml de MLCK insensible a calcio. Los re-
sultados de estos experimentos fueron similares a los encon-
trados en la solucion fosforilante que no contenia ATP, des-
cartando asi esta posibilidad y demostrando que los cambios
observados en el patron de difraccién de rayos-X se deben a
la fosforilacién de las P-LC,

Registros mecdnicos:

La respuesta mecinica de los misculos de rarintula fos-
forilados se muestra en la fgura 3-a, pudiéndose observar
alli, un pequefio aumento de la tensién cuando <l mbsculo
se transfiere de la solucién relajadora (5 mM ATP) a la solu-
cion fosforilante (1 mM ATP-&-5), pero insignificante (8%)
s 3€ compara con la tensidn gencrada por el mbsculo en pre-
sencia de calcio (figura 3-b). 5i el misculo es transferido de
la solucién relajadora a una solucién fosfonlante con 5 mM
de ATF, éste no desarrolla tension (figura 3-c).

Fosforilacion de las P-LC:

En la figura 4 se muestra una comida electroforética de
misculo de tardntula relajado (no fosforilade) y fosiorilado,
indicandose las diferencias entre las P-LC fosforiladas v no
fosforiladas. Puede verse que cuando se induce la fosforila-
cién la banda correspondiente a las P-LC migra més ripida-
mente, evidenciando que &stas, efectivamente, se encuentran
fosforiladas.

Sintesis de Founier:

Se calcularon los mapas bidimensionales de densidad
clectronica para miscule de tardntula en estado relajado y
fosforilado, haciendo la sintesis de Fourier incluyendo los
factores de estructura (Fy) de las reflexiones (10), (11) v
(20) registradas en el patrén ecuatorial, suponiendo que la
estreutura era centrosimétrica y asumiendo las fases de las re-
flexiones como (0), (0}, (0), ya que las otras combinaciones
de fases no coincidian con resultados de microscopia elec-
tromica.” Las sintesis fueron realizadas independientemen-
tc para cada pareja de datos comespondientes 2 un mismo
misculo, primero en el estado relajado v después en el fos-
forilado. En la figura 5 se muestran los perfiles de densidad
electronica a lo largo de los planos (10) y (11) para ambos es-
tados. Para comparar dichos perfiles se consideraron dos po-
sibilidades: Los perfiles de la figura 5A fueron normalizados
haciendo coincidir los picos correspondientes al esqueleto del
filamento grueso (cuya densidad electrdnica no deberia alte-
rarse con la fosforilacion de las P-LC), mientras que en la
figura 5B se hizo coincidir los pices correspondientes al esque-
leto del filamento grueso y los correspondientes a los filamen-
tos de actina simultineamente {cuva densidad electrdnica, en
principio, tampoco deberia alterarse con la fosforilacion.
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DISCUSION

Las intensidades del patrén ecuatorial de rayos-X (ta-
bla I} cambian cuando el misculo pasa del estado relajado al
fosforilado, Estos cambios son causados por la fosforilacién
de las P-LC, como lo demuestran las movilidades diferentes
de las P-LC en las electroforesis en geles de urea/glicerol @
(figura 4). Dicha técnica permite detectar Ia fosforilacion
de las P-LC simplemente en base a la mayor movilidad de
las P-LC fosforiladas en comparacién con la de las no fos-
foriladas; esto ha sido verificado previamente por autorradio-
grafia %

Los registros de tensidn mecinica muestran que la pre-
sencia de 1 mM ATP-4-8 en la solucidn fosforilante, es capaz
de generar una pequena tension (ver figura 3a), pero la mag-
nitud de ésta es insignificante si se compara con la tension
generada en una contractura de Ca*™ (figura 3h). Este pe-
quefio aumento se puede deber a que la velocidad de hidro-
lisis del ATP-#-5 por parte de la miosina ¢s muchisimo méis
lenta que para el ATP,® por tal razén, cuando estd presente
el ATP-4-5, algunas cabezas de miosina se encontrarfan en
estado de rigor, v por cllo podrian desarrollar tensibn, Esto
se demuestra en la figura 3¢, donde se presenta el registro me-
cinico de miisculo de tarintula en una solucifin fosforilante
que conticne 5 mM ATP y 1 mM ATP-4-§ simultaneamente.
La presencia de ATP produce un estado relajade, donde ne
se produce tensidn, pero como la MLCK y el ATP-4-5 estin
presentes, las P-LC estin fosforiladas.

Los perfiles de densidad elecrrbnica {figura 5) muestran
claramente que cuando las P-LC se fosforilan, ocurren cam-
bios en la distribuciom de masa. Sin embargo, la interpreta-
cion estructural de dichos cambios depende de la normaliza-
cion seleccionada. Se pueden considerar dos interpretaciones
estructurales para estos cambios: que los mismos ocurran a
nivel de la zona de puentes de miosina ¥ €n la zona de los fi-
lamentos de actina {ﬁgura 5A), o gue ocurran solamente a
nivel de la zona de los puentes (figura 5B), En el primer caso
s¢ obtendria un estado parecido al de rigor y se esperaria
observar generacion de tension en el registro mecinico, Los
registros mecdnicos {figura 3) muestran que esto no es asi;
por lo tanto descartamos esta normalizacidn (figura 5A), pu-
diéndose concluir que cuando las P-LC son fosforiladas ocu-
rren cambios sélo en las zongs correspondientes 2 los puentes
de miosina, tal como se muestra en la figura 5B.

Los cambios csperados en el patron de difraccion ecua-
* totial cuando se alrera el arreglo en hélice de las-cabezas de
miosing en la superficie del esgueleto del filamento grueso
de misculo de tardntula, fueron caleulados previamente de
forma tedrica,"’® Comparando dichos cileulos con la mag-
nitud de los cambios en las intensidades de las reflexiones
ccuatoriales observados experimentalmente en el presente
trabaj., cuando los muisculos pasan del estado relajado al fos-
forilado, se r:nnc:lu].ré que cuando las P-LC son fosforiladas
los subfragmentos S-1 se separan al menos a 6 nm del esque-
leto del filamento grueso.
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Estos resultados apoyin la hipotesis propuesta por Crow
ther v col.* de que en estado relajado las cabezas de las molé-
culasde miosinz se encuentran interacruando con el esqueleto
del filamento grueso, mantenicndo el ar réglo en hélice, y cuan-
do las cadenas ligeras se fosforilan los 5-1 se separan del fila-
mento grueso ¥y quedan listas para interactuar con la actina,
Estos resultados, ademds, descartan la posibilidad de que los
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Figurs 5. Perfiles de densidod elecironica a lo largo de los planos 10 (izquisrda) ¥ 11 (derecha). El punto en 0 nm correapande al efe
central del filamenio groeso v Ins dos Lmeas vertbcales a ambos lados senalan el radio del uqluﬂcm (E) ¥ el radio externo de la zona de
cabazas de miosing {C) ¢n ¢l estado relajpdo, segun detos de ln reconstroccion tridimendonal del flamenbo groego de tarantuls (ref. 5],
La ¢urva conlivws corvcponde o mbsowlo rdajade v la discontines a muscalo fosfonipdo, En A) lps curves correspondlentes al catado
fosfarilade fucron normalizodas hyeiendo eodacidin los picos del esgueleto del filbmento groeso. En BY Ips corvas correspondientes ol
estada fosforilado Fueran nu‘rmnli..h-:E!l tradlad asidalas vericalimente, do maneia gue l:.'l:l|l'|-':ilHﬂ:rl1| log giood de acting v dal osg l!_lule{u del
filamente groeie, Los registros mecanicos mostradas en la figums 3, los cuales indicon que praclticamente no 52 genera fension en los
muscilos fodlonlados, seralan que la interpretacion de los cambios on Is de densidad elecironica mostrada en B es la correcta.
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datos obtenidos por tincidn nepativa®*® sean artefactuales,
indicando que la modificacion observada por microscopia
electronica ocurre también en misculos no sometidos a téc-
nicas ]Jutcncialméntc artcfactuales.

CONCLUSIONES

La fosforilacion de las cadenas ligeras regulatorias cn
misculo de tarintula induce un desplazamicnto de masa de
las cabezas de miosina del esqueleto del filamento grueso,
el cual fue detectado por el cambio de las intensidades de
las reflexiones en los pawrones ecuatoriales de difraccion de
rayos-X confirmando las evidencias previas de microscopia
electrémica, Tales cambios pueden ser interpretados en tér-
minos de un aumento en la separacion promedio entre los
subfragmentos 5-1 y el esqueleto del filamento grueso, de
al menos 6 nm,
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datos obtenidos por tincion negativa**® scan artefactuales,
indicando que la modificacién observada por microscopia
electronica ocurre también en misculos no sometidos a téce-
nicas potencialmente artefactuales.

CONCLUSIONES

La fosforilacion de las cadenas ligeras regulatorias en
misculo de tarintula induce un desplazamicnto de masa de
las cabezas de miosina del esqueleto del filamento grueso,
el cual fue detectado por el cambio de las intensidades de
las reflexiones en los patrones ecuatoriales de difraccién de
rayos-X confirmando las evidencias previas de microscopia
clectronica. Tales cambios pueden ser interpretados en tér-
minos de un aumento en la separacion promedio entre los
subfragmentos 5-1 y el esqueleto del filamento grueso, de
al menos 6 nm,
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