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“A escrita exige mais escrita. Escrever, o acto de
escrever, exige continuidade.”

Al Berto [1948-1997]
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Resumo

Nesta dissertacdo, analisa-se o efeito de diferentes espécies de vanadio na estrutura e funcdo da
actina (42 kDa), isolada de musculo esquelético de coelho.

Os cfeitos putativos das diferentes espécies de vaniadio em solugdo nido se encontram
devidamente esclarecidos, pelo que ¢ fundamental determinar qual a composicio das solu¢oes utilizadas
(metavanadato e decavanadato, ambas com V(V)) . Assim, e recorrendo a 3'V-RMN, verificou-se que a
solucio de metavanadato ¢ constituida pelas espécies monomérica (V1), dimérica (Va), tetramérica (V4) ¢
pentamérica (Vs) de vanadato, sendo a sua concentracao dependente da concentragio em oxovanadio(V)
total, enquanto que numa solu¢do de decavanadato existem, fundamentalmente, as espécies decamérica,
Vio (aprox. 10 % da concentracdo em oxovanadio(V) total), e Vi. A estabilidade de Vio foi analisada por
UV-visivel, tendo-se concluido que o tempo de meia-vida para a reacgio de decomposicio é de cerca de
5 horas, sendo a sua energia de activagdo de 63,4 k] moll. Estabelecidas as condi¢des 6ptimas que
favoreciam a interaccdo entre o Vig ¢ a actina, da titulagdo por RMN de uma solugdo 5 mM decavanadato
com G-actina, resultou um Vso = 25,42 + 232 uM G-actina. A partir da titulacio de uma solugdo de
actina com VOSOy, por RPE, determinaram-se os valores da constante de dissociacdo para a G-actina (Kq
=748 £ 1,11 uM VOSOy) e F-actina (43,05 £ 5,34 pM VOSOy).

O efeito do vaniadio na funcio da actina foi avaliado com recurso ao método de enzimas

acoplados, tendo-se verificado que o decavanadato diminui a capacidade de F-actina estimular a actividade
fisiolégica de subfragmento-1 de miosina em 70% (ICso = 8,04 £ 1,49 uM decavanadato), enquanto o
metavanadato e o VOSOy produziam uma inibi¢do de apenas 15 %, aproximadamente. Recorrendo a
técnica de dispersdo de luz, observou-se, ainda, que o decavanadato inibia a polimerizacio da G-actina
(ICs0 = 17 £ 0,2 ¢ 370 £ 0,72 pM decavanadato), sendo o efeito do oxovanadioIV) muito similar,
observando-se valores de ICso = 15,1 £ 0,3 e 335,8 = 6,3 uM VOSO4). O metavanadato inibe a
polimerizacdo da actina apenas para concentracoes superiores a 2 mM. O efeito na despolimerizacio da
F-actina foi menos acentuado, com inibi¢des de 20 e 35 % para o metavanadato (ICso = 2,7 = 0,3 mM) e
o decavanadato (ICs0= 1,40 = 0,09 mM decavanadato), respectivamente, enquanto o VOSO4 conduz a
um ligeiro aumento da dispersio de luz.
Verificou-se que 1300 uM decavanadato ¢ 500 uM VOSO4 diminuem a fluorescéncia intrinseca de G-
actina em 30 e 100 %, respectivamente, sendo o efeito na F-actina mais pronunciado na presenca de
decavanadato (100 %) e menor na presenca de VOSO4 (70 %), enquanto que para a solucdo de
metavanadato a diminuicio se observa apenas para concentracoes superiores a 600 uM, tanto para a G-
actina (70 %) como para a F-actina (100 %). No estudo da interac¢do de oxovanadio(IV) com a actina,
determinaram-se, a partir dos valores das constantes de Stern-Volmer os valores de Kg, tendo-se obtido
valores semelhantes ao registados pelos estudos de RPE acima indicados. Além disso, determinou-se o
valor do pardmetro A, definido como I520/ 365, verificando-se que a actina nativa apresentava um valor de
A = 2,0, enquanto que a presenca de decavanadato e VOSOy4 deslocava o valor de A para 1,4, sugerindo
que a actina se encontra inactivada. A superficie hidrofébica da actina foi determinada com recurso a
sonda ANSA, observando-se que a presenca de decavanadato contribufa para o seu aumento, na G-actina
(2,6 vezes) e na F-actina (1,5 vezes), enquanto que para a solucio de metavanadato niao se observou
qualquer efeito. Por seu turno, a superficie hidrofébica da G-actina diminui em cerca de 15 % na presenca
de VOSO4 (ICsp =22,26 + 2,09 pM VOSOy), ndo se observando qualquer efeito para a F-actina. O local
de ligacdo de nucleétidos foi avaliado com recurso a &-ATP, tendo-se verificado que a presenca de
decavanadato e VOSOy alteram o valor da constante de velocidade da reaccio de troca entre o ATP e a
actina (k = 6,5 X 103 s! ¢ 4,47 x 103 s para decavanadato e VOSOy, respectivamente). Além disso,
avaliou-se o estado redox dos residuos cisteina, tendo-se verificado que a presenga de decavanadato
conduz a oxidagido de um dos residuos localizados no interior hidrofébico da G-actina (ICso =7,8 + 0,2
pM decavanadato), enquanto que na F-actina para além deste (ICso = 20,9 £ 0,2 uM decavanadato) se
observou, também, a oxidagdo do residuo Cys-374, exposto ao solvente (ICso = 11,2 + 0,1 M
decavanadato). A concomitante redu¢ao de vanadato, analisada por RPE, foi apenas observada para a
solucdo de decavanadato. Finalmente, verificou-se, por 'H-RMN, alteracGes na estrutura da actina apods
interac¢do com o decavanadato e o oxidovanadio(IV).

A presenca de ATP no meio reaccional previne a interacgdo entre a actina e o vanddio,
comprovada em todos os resultados acima apresentados.
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Abstract

In this dissertation, the effect of different vanadium species on actin (isolated from rabbit skeletal
muscle; 42 kDa) function and structure is analysed.

The putative effects of the different vanadium species in solution are not well established.
Therefore, it is crucial to determine the composition of the solutions used (metavanadate and
decavanadate, both with V(V)). Thus, using >'V-NMR, it was verified that metavanadate is constituted by
monomeric (Vi), dimeric (V»), tetrameric (Vi) e pentameric (Vs) vanadate species, being their
concentration dependent on the total vanadate concentration, while in decavanadate there are, essentially,
the decameric, V10 (aprox. 10 % of the total oxovanadium(V) concentration) and monomeric
oxovanadium(V) species. The V10 stability was analyzed by UV-visible, and it was concluded that the
half-life tme for this species is about 5 hours, with an activation energy of 63,4 kJ mol! for the
decomposition reaction. Established the conditions favoring the Vip-actin interaction, from NMR
titration of a 5 mM decavanadate solution with G-actin, a Vso = 2542 + 232 uM G-actin was obtained.
Based on actin titration with VOSOy, followed by EPR, the dissociation constants to G-actin (Kq = 7,48
T+ 1,11 uM VOSOy) and F-actin (43,05 + 5,34 uM VOSOy) were determined.

The effect of vanadium on actin structure was evaluated by coupled enzymes assay. It was
verified that decavanadate decreases in 70 % the F-actin ability to stimulate myosin-subfragment-1
physiologic activity (ICso = 8,04 * 1,49 uM decavanadate), while metavanadate and VOSOy have a minor
effect, inhibiting it only in 15 %. Using the light-scattering technique, it was also observed that
decavanadato inhibits G-actin polymerization (ICso = 17 £ 0,2 ¢ 370 * 0,72 uM decavanadate), being the
oxovanadium(IV) effect very similar (ICso = 15,1 £ 0,3 e 335,8 * 6,3 uM VOSOy). Metavanadate only
inhibits actin polymerization for concentrations above 2 mM. For both metavanadate (ICso = 2,7 * 0,3
mM) and decavanadate (ICso= 1,40 * 0,09 mM decavanadate) the effect on actin depolymerization is less
pronounced, with inhibitions of 20 and 35 %, respectively, whereas VOSOy leads to a slight increase in
light scattering,.

It was observed that 1300 uM decavanadate e 500 uM VOSO4 decrease G-actin intrinsic
fluorescence by 30 and 100 %, respectively, being the effect on F-actin more pronounced in decavanadate
presence (100 %) and minor with VOSOy4 (70 %), while for metavanadate solution a decreasing was
observed only for concentrations above 600 pM, for both G-actin (70 %) and F-actin (100 %). In
oxovanadium(IV) interaction study with actin, the Kq values were obtained based on Stern-Volmer
contants, being the former very similar to those obtained by EPR. Moreover, the parameter A, defined as
D20/ Is65, has a value of A = 2,6 for native actin, whetreas decavanadate and VOSOy presence shifts A to
1,4, which suggests actin inactivation. Actin hydrophobic surface was determined using ANSA probe. It
was observed that decavanadate increases G-actin (2.6-fold) and F-actin (1.5-fold) hydrophobic surface,
while no effects were observed in metavanadate presence. On the other hand, VOSOy decreases G-actin
hydrophobic surface by 15 % (ICs0 =22,26 * 2,09 uM VOSOy), while no effects are observed for F-actin.
Nucleotides binding site was evaluated using e-ATP. It was verified that both decavanadate and VOSO4
change the rate constant for the exchange reaction between ATP and actin (k = 6,5 X 103 s 1 e 4,47 x 103
s1 for decavanadate and VOSOs, respectively). Moreover, the redox state of cysteine residues was
analyzed. It was verified that decavanadate leads to the oxidation of one of the core cysteine residues (ICso
=7,8 + 0,2 uM decavanadate), while for F-actin besides this one (ICso = 20,9 * 0,2 WM decavanadate)
Cys-374, exposed to solvent, is also oxidized (ICso = 11,2 £ 0,1 pM decavanadate). The concomitant
vanadate reduction, followed by EPR, was observed only for decavanadato. Finally, it was verified by H-
NMR actin structure alterations upon decavanadate and oxovanadium presence.

The addition of ATP to the reaction medium prevents the interaction between actin and
vanadium, in all the results shown above.
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Simbologia e notacées

A

Abs,
ADN
ADP
Ala

AM
ANSA
ARNm
Asn
ATP
ATPase
C.
CHAPS
CNT
CoA
CT
C-terminal
Cys
Av,,
DTNB
€

Ea
e-ATP
EDTA
ELC

F

Fops
F-actina
FAD
FID

g
G-actina
Glu
GSH

Actina

Absorvéncia ao comprimento de onda x
Acido desoxirtibonucleico
Adenosina 5’-difosfato

Residuo de alanina

Complexo actomiosina

Acido 8-Anilino-1-naftalenosulfénico
Acido ribonucleico mensageiro
Residuo de aspartato

Adenosina 5’-trifosfato

Adenosina 5’-trifosfatase

Concentra¢io critica

3-[(3-Colamidopropil)dimetilamoénio]-1-propanosulfonato

3-carboxilato-4-nitrotiofenolato
Coenzima A

Cloroamina-T

Terminal carboxilo de uma cadeia polipeptidica

Residuos de cisteina

Largura a meia altura

Acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzsico)
Coeficiente de extin¢cao molar
Energia de activagao

Eteno-ATP

Acido etilenediamina tetracético
Cadeias leves essenciais de miosina
Factor de alargamento

Intensidade de fluorescéncia corrigida
Intensidade de fluorescéncia observada
Actina filamentosa

Dinucleétido de flavina-adenina

Free induction decay

Aceleragao da gravidade

Actina globular (ou monomérica)
Residuos de glutamato

Glutationa reduzida
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GSSG
HC
HMM
Hsp
IC;,
IU

K,
K
Ky,

Kgy

LB

LC1

LC2

LC3
LDH
LMM
Lys

M

MES
Met

MIF
NAD"
NADH
NADP
NADPH
NP40
N-terminal
P

PDB
PEP

PK
PMSF

ppb

Glutationa oxidada

Cadeias pesadas de miosina

Meromiosina pesada

Heat shock protein

Concentracao inibitéria, 50 %

Quantidade de enzima que liberta 1 umol de produto por minuto
Constante de velocidade

Constante de dissociacio

Constante de inibicao

Constante de Michaelis Menten

Constante de guenching (supressao)

Constante de Stern-Volmer

Comprimento de onda

Factor de alargamento

Cadeia leve essencial de miosina (22,5 kDa)

Cadeia leve essencial de miosina (18,5 kDa)

Cadeia leve essencial de miosina (15,5 kDa)
Desidrogenase de lactato

Meromiosina leve

Residuo de lisina

Miosina

Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

Residuos de metionina

Factor de inibicao muscular

Diucleétido de nicotinamida-adenina (forma reduzida)
Diucleétido de nicotinamida-adenina (forma oxidada)
Fosfato de dinucledtido nicotinamida-adenina (forma reduzida)
Fostato de dinucle6tido nicotinamida-adenina (forma oxidada)
Nonil fenoxipolietoxiletanol

Terminal amina de uma cadeia polipetidica

Proteina

Protein Data Bank

Fosfoenolpiruvato

Fosfato inorganico (sem especificar o grau de protonacao)
Cinase de piruvato

Fluoreto de fenilmetilsulfonilo

partes por bilido



ppm
PSA

R

RLC
RMN
RPE

RS

S1

S2
SDS-PAGE
Ser
SIN-1
SH1
SH2
SNC

iy

TCA
TEMED
Tn

Tris

Trp
Tabulos T
TX100
u. a.

uv
v
V(III)
V({IV)
V({V)

= =

=

w

< = =

partes por milhdo

Persulfato de amonia

Constante dos gases perfeitos (8,314 ] mol' K
Cadeias leves regulatorias de miosina
Ressonancia magnética nuclear

Ressonancia paramagnética electronica

Reticulo sarcoplasmatico

Subfragmento-1 de miosina

Subfragmento-2 de miosina

Electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢oes desnaturantes
Residuo de serina

Peroxinitrito sintético (hidrocloreto de 3-morfolinosidnonimina)
Grupo tiol mais reactivo na miosina (Cys-707)
Segundo grupo tiol mais reactivo na miosina (Cys-697)
Sistema nervoso central

Tempo de meia-vida

Acido tricloroacético
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

Troponina
2-amino-2-hidroxilmetil-1,3-propanodiol
Residuo de triptofano

Tuabulos transversos

Octoxinol-9

Unidades arbitrarias

Gama ultravioleta do espectro electromagnético
Vanadio no estado de oxidacdo +2

Vanadio no estado de oxidacio +3

Vanadio no estado de oxidacio +4

Vanadio no estado de oxidacio +5

Vanadato monomérico

Vanadato dimérico

Vanadato trimérico

Vanadato tetramérico

Vanadato pentamérico

Vanadato hexamérico

Vanadato decamérico

Is6topo de vanadio com nimero atémico 50
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Is6topo de vanadio com nimero atémico 51
Vanadato inorganico (sem especificar o grau de protonag¢ao)
Gama visivel do espectro electromagnético

Velocidade maxima
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HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP, pH); (®) F-actina (em 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,2
mM CaCl, 0,2 mM ATP, 100 mM KCl, 2 mM MgCly). As cinéticas de decomposicido da
espécie decamérica de vanadato foram monitorizadas a um comprimento de onda de 400 nm,
a 25 °C, de acordo com o descrito na sec¢io TT1.2.2. .o

Figura II1.15 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato
total) obtidas apos diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM
Tris-HCIL, pH 7,5 (A e D), 5 mM MgCl, (B ¢ E) ou 0,2 mM CaCl, (C e F), na auséncia
(esquerda) ou na presenca (direita) de 40 uM G-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vio ¢ Vioc
correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie
decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura II1.3 do presente capitulo. Os
espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na secgdo IIL2.3. ..o,

Figura II1.16 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato
total) obtidas ap6s diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCl> e 100 mM KCI, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40
uM G-actina. Os sinais de RMN Viga, Vies ¢ Vioc correspondem, respectivamente, aos
atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espéciec decamérica de vanadato (V100O2%)
apresentada na Figura II1.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na
SECCAO TIL.2.3. Lottt et b et bttt b bbbt bbbt b et b et ebeebe e ebens

Figura II1.17 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato
total) obtidas apos diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCl> e 5 mM KCl, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM
G-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vies € Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de
vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura
I1I1.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢io IIL.2.3. ......ccccoeueee.

Figura II1.18 — Titulacdo de uma solugdo 5 mM decavanadato (em vanadato total) com (A)
G-actina, num meio contendo 2 mM Tris (pH 7.5), 0.2 mM CaCl2; e (B) F-actina, num meio
contendo 2 mM Tris (pH 7.5), 0.2 mM CaClp, 0.2 mM ATP. O factor de alargamento da
largura a meia altura, F, é definido como o quociente entre os valores de Aviz do sinal de
Vioa na presenca e na auséncia de proteina. Os dados experimentais representam a média de 3
ensaios diferentes. No caso da F-actina o erro associado a cada ponto experimental encontra-
se dentro dos limites do simbolo utilizado. A titulag¢io com G-actina foi ajustada com uma
funcio sigmoidal de Boltzmann, com os seguintes parametros: Fmin = 0,91 £ 0.10; Fnax = 2,23
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Figura II1.19 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato

total) obtidas apos diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM
F-actina. Os sinais de RMN Vyoa, Vies € Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de
vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura
I1I1.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢io IIL.2.3. .......cccceeuee.

Figura II1.20 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 2 mM metavanadato (em vanadato
total) obtidas apés diluicao de uma solucao concentrada de 50 mM metavanadato, em 2 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaClz (A) e 40 uM G-actina, na auséncia (B) ou na presenca (C)
de 5 mM MgCl,. Os sinais de RMN Vi, V; e V3 correspondem, respectivamente, as espécies
monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato . Os espectros foram adquiridos de acordo
com 0 descrito Na SeCCAO TI1.2.3. i

Figura IIL.21 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de 2 mM metavanadato (em vanadato
total) obtidas ap6s diluicio de uma soluciao concentrada de 50 mM metavanadato em 2 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaClz, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM
F-actina. Os sinais de RMN Vi, V2 e Vs correspondem, respectivamente, as espécies
monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato. Os espectros foram adquiridos de acordo
com 0 descrito Na SeCCAO TI1.2.3. oot

Figura II1.22 — Espectros de 'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato ¢ 2 mM
metavanadato (em vanadato total) obtidas ap6s diluicao de solucbes concentradas de 50 mM
decavanadato e 50 mM metavanadato, em 2 mM Tris-HCl (pH 7.,5), 0,2 mM CaCl, 0,2 mM
ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM F-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vios ¢
Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie
decamérica de vanadato (Vi0Oa2s%) apresentada na Figura I11.3. Os sinais V1, V2 e V4
correspondem as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato, respectivamente.
Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢iao I11.2.3. ..o

Figura II1.23 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato ¢ 2 mM
metavanadato (em vanadato total) obtidas apés diluicao de solucbes concentradas de 50 mM
decavanadato e 50 mM metavanadato, em 2 mM Tris-HCl (pH 7.,5), 0,2 mM CaCl, 0,2 mM
ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM F-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vios ¢
Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie
decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura II1.3. Os sinais Vi, V2 e Vy
correspondem as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato, respectivamente.
Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢ao II1.2.3. ..o

Figura III.24 — Espectros de RPE banda-X de 250 uM VOSO,4 em (A) 2 mM Tris-HCI (pH
7.5), 0.2 mM CaCl2, na presenca de (B) 50 pM G-actina, (C) 30 uM F-actina, (D) 0,2 mM
ATP e (E) 50 uM G-actina ¢ 0,2 mM ATP. Os espectros foram adquiridos a 77 K, nas
seguintes condicOes: frequéncia de micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de micro-onda, 0,63 mW;
amplitude de modulagdo, 10 Gauss; ganho do receptor, 2,0 x 105; scans, 4, tal como descrito
N2 SECCAO TTL.2.4 oottt ettt b bbbt b bbbt be et eebe st ne s

Figura III.25 — Espectros de RPE banda-X de 250 uM VOSOy, em 2 mM Tris-HCl (pH
7,5), 0,2 mM CaCl, (A) e 30 uM G-actina, experimental (B) ou simulacdo (C). Para o espectro
simulado usaram-se larguras de linha de 20,0, 20,0 ¢ 24,0 G para as direcgoes x, y ¢ z,
tespectivamente, ¢ uma linha de forma Lorentziana/Gaussiana. Os espectros foram
adquiridos a 77 K, nas seguintes condi¢des: frequéncia de micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de

micro-onda, 0,63 mW; amplitude de modulagio, 10 Gauss; ganho do receptor, 2,0 x 105
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scans, 4, tal como descrito na secca0 TT1.2.4. ..o

Figura II1.26 — Intensidades do pico cotrespondente a linha m; = -1/2 perpendiculat dos
espectros de RPE (representado na Figura I11.25 pelo nimero 1) de banda-X de (A) 50 uM
G-actina e (B) 30 uM F-actina, tituladas com diferentes concentragdes de VOSOy, em 2 mM
Tris (pH 7,5), 0,2 mM CaCl> £ 0,2 mM ATP. Os dados experimentais correspondem a trés
ensaios diferentes. Os espectros foram adquiridos a 77 K, nas seguintes condi¢Ges: frequéncia
de micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de micro-onda, 0,63 mW; amplitude de modula¢io, 10
Gauss; ganho do receptor, 2,0 x 105; scans, 4, tal como descrito na sec¢ao I111.2.4. ......................

CAPITULO IV.

EFEITO DE VANADIO NA ESTRUTURA DE
ACTINA

Figura IV.1 — Inibicio da actividade Mg?*-ATPiasica de S1 de miosina (0,5 mg/ml)
estimulada por 2 uM F-actina na presenca de (A) meta- ¢ decavanadato ou (B) VOSOy4, em 2
mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl> e 2 mM ATP, a 25 °C. Quantificacdo pelo método de
enzimas acoplados, cinase do piruvato/desidrogenase do lactato (PK/LDH), de acordo com
o descrito na seccio 11.2.4.2 do Capitulo II. Os valores sio expressos em percentagem,
considerando 100 % a actividade obtida na auséncia de vanadio. Os dados experimentais
foram ajustados com a equacao IV.1 apresentada na seccio IV.1. ..o,

Figura IV.2 — Cinética tipica da polimerizacio de F-actina (8 uM) na auséncia de
decavanadato, obtido por dispersdo de luz, monitorizada a 90° em relacio a luz incidente,
num espectrofluorimetro com ambos os monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo
com 0 descrito Na SECCAO TV.2.2. ittt sttt

Figura IV.3 — Extensido da polimerizagdo da G-actina (8 pM), induzida por 100 mM KCI, 2
mM MgCl, na presenca de meta- (A) e decavanadato (M), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2
mM CaCly, 0,2 mM ATP. Os dados foram obtidos a partir da intensidade da dispersdo de luz,
monitorizada a 90° em relacdo a luz incidente, num espectrofluorimetro com ambos
monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o descrito na secgao IV.2.2. .............

Figura IV.4 — Cinética tipica da despolimerizacio da F-actina (8 uM) na presenca de 8 mM,
decavanadato (em vanadato total) obtido por dispersio de luz, monitorizada a 90° em relacio
a luz incidente, num espectrofluorimetro com ambos monocromadores posicionados a 546
nm, de acordo com o descrito na SeCCAO TV.2.2. .ot

Figura IV.5 — Efeito de meta- (A) e decavanadato (M) na despolimerizacio da F-actina (8
uM), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, 0,2 mM ATP. Os dados foram obtidos a
partir da intensidade da dispersiao de luz, monitorizada a 90° em relacio a luz incidente, num
espectrofluorimetro com ambos monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o

descrito N SECCAO TV.2.2. Lottt bbbttt et

Figura IV.6 — Extensio da polimerizagio da G- (M) e F-actina (&) (8 uM), em 2 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCl, * 0,2 mM ATP, na presenca de diferentes concentracoes de
VOSO,. A polimerizaciao da G-actina foi induzida por 100 mM KCl, 2 mM MgClo. Os dados
foram obtidos a partir da intensidade da dispersao de luz, monitorizada a 90° em relagdo a luz
incidente, num espectrofluorimetro com ambos monocromadores posicionados a 546 nm, de
acordo com 0 desctito N2 SECCA0 TV.2.2. ittt
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CAPITULOV.

EFEITO DE VANADIO NA ESTRUTURA DE
ACTINA

Figura V.I — Fluorescéncia intrinseca de G-actina. A actina monomérica (5 uM) foi incubada
durante 20 minutos com 0-1300 pM (A) deca- ou (B) metavanadato (em vanadato total), em 2
mM Tris (pH 7.5), 0,2 mM CaCly. Representacdo grafica do valor maximo de intensidade do
espectro de fluorescéncia intrinseca (hex = 295 nm) em funcio da concentragio de vanadato,
considerando 1,00 o valor para a G-actina nativa, de acordo com o descrito na sec¢io V.2.1. ..

Figura V.2 - Fluorescéncia intrinseca de F-actina. A actina filamentosa (5 uM) foi incubada
durante 20 minutos com 0-1300 M (A) deca- ou (B) metavanadato (em vanadato total), em 2
mM Tris (pH 7.5), 0,2 mM CaCl, 0,2 mM ATP. Representagio grafica do valor maximo de
intensidade do espectro de fluorescéncia intrinseca (hex = 295 nm) em funcio da
concentrac¢do de vanadato, considerando 1,00 o valor para a F-actina nativa, de acordo com o

desCrito N SECCAO V.2. 1. ittt etttk b et st b bbbt aebe e

Figura V.3 - Fluorescéncia intrinseca de (M) G- ¢ (A) F-actina. A actina (5 uM) foi incubada
durante 20 minutos com 0-700 xM VOSOy4, em 2 mM Tris (pH 7.5), 0,2 mM CaCl, = 0,2 mM
ATP. Representagio grafica do valor maximo de intensidade do espectro de fluorescéncia
intrinseca (Aex = 295 nm) em fungio da concentragio de vanadilo, considerando 1,00 o valor
para a G- e F-actina nativas, de acordo com o descrito na secgdo V.2.1. ...ccccvnicicininiccicnninn.

Figura V.4 — Graficos de Stern-Volmer da supressao de fluorescéncia intrinseca de actina.
Os ensaios foram realizados com 5 uM G- e F-actina, num meio contendo 2 mM Tris (pH
7,5), 0,2 mM CaClz £ 0,2 mM ATP. A incuba¢io com (A) metavanadato, (B) decavanadato e
(C) VOSO4q foi realizada a 25 °C, durante 20 minutos. Os espectros foram obtidos num

espectrofluotimetro (hex = 295 nm), de acordo com o descrito na secgdo V.2.1. .ovvcevreerecnnnnee.

Figura V.5 — Estrutura tridimensional da G-actina de musculo esquelético de coelho (PDB:
1J6Z) (verde), com a molécula de ATP destacada a vermelho e os residuos de triptofano a
rosa. Imagem criada com o programa Pymol. ...

Figura V.6 — Representacio grifica do Parametro A (I320/ I3s), obtido a partir dos espectros
de fluorescéncia intrinseca da G-actina (5 M), em funcdo da concentracdo de decavanadato
(em vanadato total) € VOSO 4. vttt ettt ettt teaenene

Figura V.7 — A alteragdo na intensidade de fluorescéncia associada a ligagio de ANSA as
zonas hidrofébicas da superficie da (A) G- e (B) F-actina (9 pM) foi determinada a um
comprimento de onda de 500 nm, apds excitagdo a 370 nm. A incubacio com diferentes
concentracdes de (A) meta- ou () decavanadato, em 2 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0.2 mM
CaClI2* 0,2 mM ATP, foi realizada durante 20 minutos, 2 25°C. ....coiiiiiiiiiiiiiiiiin e,

Figura V.8 — A alteracido na intensidade de fluorescéncia associada a ligacio de ANSA as
zonas hidrofébicas da superficie da (A) G- e (B) F-actina (9 pM) foi determinada a um
comprimento de onda de 500 nm, apds excitagdo a 370 nm. A incubacio com diferentes
concentragdes de VOSOy, em 2 mM Tris (pH 7,5), 0.2 mM CaCl; + 0,2 mM ATP, foi
realizada durante 20 MiINULOS, 2 25 OC. .uiiiiiiiiieieeeieeetectecte ettt et te ettt eas b esesse e sresseerens

Figura V.9 — A troca entre &-ATP ¢ ATP no local de ligacio de nucleétidos foi monitorizada
através da diminui¢io da intensidade de fluorescéncia (Aex = 350 nm; Aem = 410 nm). (A)
Constante de velocidade da reaccdo de troca do &-ATP (k), (B) constante de dissociacdo

aparente (Kaupp) ¢ (C) intensidade de fluorescéncia inicial do &-ATP em funcido da
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concentragao de VOSO4. A G-actina (5 uM) foi incubada com VOSOy, em 2 mM Tris (pH
7,5), 0,2 mM CaCly, durante 20 minutos, @ 25 “C.urirrirrireeiceiereieieieeieieieieeecerieeeeee e esenenes

Figura V.10 — A troca entre &-ATP e¢ ATP no local de ligagio de nucleétidos foi
monitorizada através da diminui¢io da intensidade de fluorescéncia (Aex = 350 nm; Aem = 410
nm). (A) Constante de velocidade da reaccdo de troca do &-ATP (k), (B) constante de
dissociagdo aparente (Kaapp) € (C) intensidade de fluorescéncia inicial do e-ATP em func¢io da
concentracdo de VOSO4. A G-actina (5 uM) foi incubada com VOSOy4, em 2 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 0,2 mM CaCly, durante 20 minutos, a 25 °C. .....cccoviiiiiiininiiicce e

Figura V.11 — Coordenacio do ido vanadilo a atomos de oxigénio de trés moléculas de agua e
a0 azoto equatorial do residuo de Lys-336. Esta esfera de coordenacdo foi obtida com base
no valor de A;; = 195,6, G = 531,0798 MHz, obtido a partir da simulacdo do espectro de
RPE resultante da adicdo de 250 pM VOSO4 a 50 pM G-actina (em 2 mM Tris, pH 7,5, 0,2
NIV CACL2). ceeieieiiinieetrenenr sttt bbbttt ettt sttt sttt sttt n bbb bt

Figura V.12 — Estrutura tridimensional da G-actina de musculo esquelético de coelho
(PDB: 1J6Z) (verde), com a molécula de ATP destacada a vermelho e os residuos de
cisteina a rosa. A Cys-374 nao se encontra representada por se localizar na regiao C-
terminal, ndo resolvida por cristalografia de raios-X. Imagem criada com o programa
PYIMOL e

Figura V.13 — Oxidagdo dos residuos de cisteina de G- e F-actina na presenca de
decavanadato. A titulacio dos residuos de cisteina foi realizada com 0,1 mM DTNB, em 2
mM Tris (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, * 0,2 mM ATP. O aumento na absorvéncia a um
comprimento de onda de 412 nm foi continuamente monitorizado durante 10 minutos (Cys
“rapidas”); a determinacido dos residuos de cisteina totais foi efectuada adicionando 1 % SDS.
(A) O tratamento de G-actina (2 pM) com decavanadato produz uma diminui¢ao do nimero
de residuos de cisteina reduzidos totais (M) permanecendo a Cys-374 na sua forma reduzida
(A). (B) O tratamento de F-actina (2 pM) com decavanadato produz a completa oxidagio da

Cys-374 (A) e uma diminuicio do nimero de residuos de cisteina totais reduzidos (H). ..........

Figura V.14 — Espectros de RPE banda-X de 25 mM decavanadato (em vanadato total) em
(A) 2 mM Tris (pH 7,5), 0,2 mM CaCl; * 0,2 mM ATP, na presenca de (B) 100 uM G-actina
ou (C) 100 pM F-actina. A adicdo de proteina elicitou o aparecimento dos sinais tipicos de
OXOVANAAIO(TV). 1eviiieiiiiiicititicici ettt bbbttt ettt

Figura V.15 — Espectros de 'H-RMN de 63 uM G-actina, (espectro inferior), na presenca de
2 mM decavanadato (em vanadato total) (espectro intermédio), em 2 mM Tris (pH 7,5), 0,2
mM CaClz. O espectro intermédio resulta da diferenca entre ambos. Os espectros foram
adquiridos a 298 K, usando um espectrémetro Bruker Avance 111 600 MHz equipado com
uma crio-sonda TCI-Z e uma unidade de controlo da temperatura. Acumularam-se 256
transientes por espectro, com um tempo de espera de 1,5 segundos entre eles, de acordo com
0 deSCrito N SECCAO V.2.5. ittt ettt b e et etttk e ettt t b be et ebenin

Figura V.16 — Espectros de 'H-RMN de 63 uM G-actina, (espectro inferior), na presenca de
2 mM decavanadato (em vanadato total) (espectro intermédio), em 2 mM Tris (pH 7,5), 0,2
mM CaCl, 0,2 mM ATP. O espectro superior resulta da diferenca entre ambos. Os espectros
foram adquiridos a 298 K, usando um espectrometro Bruker Avance 111 600 MHz equipado
com uma crio-sonda TCI-Z e uma unidade de controlo da temperatura. Acumularam-se 256
transientes por espectro, com um tempo de espera de 1,5 segundos entre eles, de acordo com
0 deSCrIto N SECCAO V.2.5. ittt b ettt ettt e ettt st be bt st eaenen
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Figura V.17 — Espectros de 'H-RMN de 63 uM G-actina, (espectro inferior), na presenca de
250 uM VOSOy (espectro intermédio), ou 500 uM VOSOy4 (espectro superior), em 2 mM
Tris (pH 7,5), 0,2 mM CaClo. Os espectros foram adquiridos a 298 K, usando um
espectrometro Bruker Avance III 600 MHz equipado com uma crio-sonda TCI-Z e uma
unidade de control da temperatura. Acumularam-se 256 transientes por espectro, com um
tempo de espera de 1,5 segundos entre eles, de acordo com o descrito na seccio V.2.5. ............
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I.1 Vanadio

I.1.1 Ocorréncia, distribuigao natural e biodisponibilidade

O mineralogista espanhol Andrés Manuel del Rio (1764-1849) foi o primeiro a descobrir
o vanadio, em 1801, tendo-lhe atribuido o nome pancromio, devido as diferentes cores que
apresentava de acordo com os seus estados de oxidagdo, de forma semelhante ao crémio. No
entanto, Nils Gabriel Sefstrom (1787-1845) foi o primeiro a isola-lo, na sua forma de 6xido, em
1831, tendo o seu nome derivado da deusa nérdica da beleza e do amor, Vanadis, mais uma vez
em alusdo a extraordinaria gama de cores dos derivados deste elemento.

O vanadio ¢ um metal de transi¢ao, apresentando-se no estado sélido a temperatura
ambiente, de cor clara e brilhante. Encontra-se amplamente distribuido em todos os
ecossistemas, em dois is6topos naturais, "'V (0,2 %), radioactivo, e 'V (99,8 %), sendo a sua
abundancia natural na Terra de 50,1 partes por milhdo (ppm). Esta associado a cerca de 70
minerais diferentes na natureza (dos quais se destacam aqueles em que se encontra associado a
uranio, cobre, chumbo, zinco, fosfato e titanio ferroso), especialmente na forma de vanadatos ou
pentoxidos de vanadio, de onde ¢é, normalmente, extraido. O vanadio ¢ um dos principais
constituintes da matéria organica féssil, em especial do carvao, 6leo de crude e fdsseis
carbonaceos (Greenwood & Earnshaw, 1997; Nriagu, 1998). Esta presente em alimentos
consumidos pelo Homem, tais como salsa, pimenta preta, cogumelos, marisco, vegetais, cereais,
gorduras e o6leos (Chasteen, 1983). Estes alimentos constituem a maior fonte de exposi¢ao ao

vanadio da maioria da populagao humana (Barceloux & Barceloux, 1999).

I.1.2 Um elemento com quimica complexa

O vanadio possui uma massa atomica de 50,9415, pertencendo aos grupo VB e periodo 4
da Tabela Peridédica. A quimica do vanadio é extraordinariamente complexa, pelo que originou
varias interpretagoes incorrectas desde a sua descoberta. No entanto, as suas propriedades
dependem, em dltima andlise, da configuracdo electronica do elemento. Assim, a variabilidade
encontrada no comportamento quimico do vanadio pode dever-se a sua configuragao electronica,
[Ar] 3d’ 4s%, a qual permite a formacao de vérios estados de oxidacdo (de -1 a +5). Destes, apenas
os compostos de V(III), V(IV) e V(V) sdao biologicamente relevantes, ja que o V(II) apresenta
demasiada capacidade redutora para existir nos organismos vivos conhecidos, enquanto o ido
vanadico, V(III), parece ocorrer apenas nos vanadocitos de tunicatos (Baes & Mesmer, 1976;

Rehder, 1991; Barceloux & Barceloux, 1999; Crans ¢f al., 2004).
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O vanadio, a semelhanca do molibdénio, encontra-se disponivel nas formas anionica e
catidnica, sendo as mais comuns, em condig¢des fisiologicas, o vanadato (H,VO,) e o vanadilo
(VO™), nos estados de oxidagio V(V) e V(IV), respectivamente. O ido vanadilo é uma espécie
estavel a pH acidos, sendo a maioritaria a pH 3 (Crans e al, 2004). Apresenta uma cor azulada e
forma complexos penta e hexacoordenados. Forma-se rapidamente a partir de V(V), na presenca
de um agente redutor em solucio aquosa. No ambiente intracelular, encontra-se fortemente
complexado com proteinas ou aminoacidos livres, citrato, ATP (adenosina 5-trifosfato) e
pirofosfato, pelo que sera muito improvavel que exista livre nos fluidos intracelulares, excepto,
possivelmente, em ambientes fortemente acidos, como os lisossomas (Chasteen, 1983).

O vanadio V(V) ¢ a forma mais estavel num intervalo amplo de pH (Chasteen, 1983).
Para valores de pH fisiologicos, ou mais elevados, os vanadatos, anionicos, tendem a constituir
complexos polinucleares, pelo que as solugdes aquosas de vanadato sdo extremamente
complexas, com ocorréncia simultanea de varios equilibrios de protonacdo e de oligomerizagao.
As espécies presentes dependem do pH, forga idnica e temperatura da solugao e da concentracao
total do elemento (Heath & Howarth, 1981; Pettersson ez al., 1983 e 1985; Pope, 1983; Rehder,
1991; Crans, 1994).

O monémero VO,” (ortovanadato; V) est4 associado a uma grande parte da importancia
biol6gica do vanadio, uma vez que se trata de um analogo electrénico e estrutural do ortofosfato
(PO,™. A coordenagio do ortovanadato pode ser tetraédrica ou bipiramidal trigonal (Crans e .,
2004).

A oligomerizacgio do vanadato monomérico da origem ao dimero (V,0,7; V,), que
apresenta também equilibrios de protona¢ao. Presume-se a existéncia de analogia do vanadato
dimérico com o pirofosfato, embora nao haja evidéncia estrutural (Crans e al, 2004). A
dimerizacio de V, origina o vanadato tetramérico (V,O,,"; V,), que constitui a espécie maioritaria
em solucdes aquosas concentradas. As estruturas do tetravanadato e a sua espécie protonada sao
ciclicas (Day ef al, 1987). Outra espécie oligomérica importante ¢ o vanadato pentamérico
(V50,55 Vy), cuja estrutura presumida é, de igual modo, ciclica (Crans, 1994).

Em solu¢ao aquosa podem, ainda, formar-se outros oligobmeros de vanadato, dos quais
aquele que apresenta maior importancia bioquimica ¢ o vanadato decamérico (V05" V), 2
espécie predominante em solu¢oes com valores de pH compreendidos entre 2-6, quando a
concentragao total de vanadato é superior a 100 uM. A estrutura compacta tnica do V,, nio
difere em solucdo ou no estado sélido, com dimensdes de 8.3 A x 7.7 A x 5.4 A. Esta espécie
apresenta uma coloragao alaranjada, sendo obtida experimentalmente pela acidificagio de uma
solu¢do de metavanadato. Nesta ultima podem coexistir as espécies monomérica (V,), dimérica

(V,), tetramérica (V,), pentamérica (Vs), sendo preparada a partir de metavanadato de amonia;
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apresenta uma coloragdao amarela e um pH proximo de 6,6 (Fig. I.1) (Aureliano, 2009; Aureliano
& Crans, 2009).

A quimica do vanadio em solugdao aquosa sera discutida em maior detalhe no capitulo III.

Figura 1.1 — A esquerda encontra-se representada uma solugio de 0,5 mM decavanadato (pH 2-6),
preparada pela acidificacio da solucao de metavanadato (pH 6,6-6,8) apresentada a direita. Adaptado de
Aureliano e Crans, 2009.

I.1.3 Efeitos fisiolégicos e toxicologicos promovidos pelo vanadio

Normalmente, a entrada do vanadio no organismo ocorre por inalagio de poeiras e fumo
ou, em menores quantidades, por absor¢io ao nivel do tracto gastrointestinal (< 1-2 %)
(Roshchin ez al., 1980) ou da pele, nesta ultima devido a baixa solubilidade do vanadio metalico. A
taxa de absor¢ao depende da solubilidade do composto de vanadio e do seu local de entrada. A
titulo de exemplo, é de referir que, no tracto gastrointestinal, o V(V) é absorvido 3 vezes mais
depressa que o V(IV) (Nielsen, 1995). O seu armazenamento centra-se no figado, rins, cérebro,
coragao, musculos e ossos (Barceloux & Barceloux, 1999). Apds a absorcao, cerca de 90 % do
vanadio presente no organismo encontra-se no plasma, principalmente no estado de oxidagao
V(AV), ligado a transferrina e albumina (Chasteen ef /., 1986). No entanto, a reten¢dao de vanadio
no organismo humano ¢ reduzida, sendo a sua quantidade em muitos tecidos, em condi¢oes
fisiologicas normais, inferior a 10 ng/g de tecido (Etcheverry & Cortizo, 1998), sendo a sua
concentracio nos musculos de 10 ng/g tecido ou 180 nM (Chasteen, 1983). A via principal de
eliminagao do vanadio ¢ através dos rins (90 %), sendo apenas uma pequena parte excretada pelas
fezes. A excregao do vanadio ¢ relativamente rapida, tendo sido verificado que os rins eliminam
40 a 60 % deste metal cerca de 1 a 3 dias apds a absorgao (Talvitie & Wagner, 1954).

Os efeitos fisioldgicos do vanadio sao bastante diversificados, o que se pode explicar, em
parte, pela sua grande variedade de compostos, cujo nimero de coordenagio, estabilidade e
labilidade especificas variam de acordo com as condi¢oes do meio em que se encontram. No
entanto, sabe-se que possui um papel (1) no metabolismo do cilcio, ajudando na formagio dos

dentes e ossos, induzindo a sua mineralizacido; (i) na reproducio e desenvolvimento,
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mimetizando e potenciando factores de crescimento; (iii) na biossintese de lipidos, inibindo,
posteriormente, a sua acumulagdao nos vasos sanguineos e no sistema nervoso central (SNC); (iv)
no metabolismo da glicose, estimulando o consumo desta, bem como a sintese de glicogénio,
pelo que possui capacidade para mimetizar e potenciar os efeitos celulares da insulina; (v) na
transducdo de sinais celulares, regulando a actividade de segundos mensageiros; (vi) no transporte
de ides e aminoacidos; (vii) na transcricdo genética e (vii) sintese de proteinas e ADN (acido
desoxirribonucleico), entre outros (Chasteen, 1983; Etcheverry & Cortizo, 1998).

No entanto, nao sao conhecidas, ainda, evidéncias de deficiéncia nutricional causada por
vanadio em humanos, nem de proteinas que contenham vanadio, em animais superiores e
humanos, apesar de estudos realizados na década de 1970 indicarem que a sua caréncia
provocaria infertilidade, anomalias musculares e alteragbes no metabolismo do colesterol
(Barceloux & Barceloux, 1999). Em galos e ratos, a deficiéncia em vanadio provoca
anormalidades no crescimento, reproducao e metabolismo de estruturas lipidicas e 6sseas, entre
outras (Ulmer, 1977; Nechay, 1984; Chasteen, 1983; French & Jones, 1993).

A toxicidade dos compostos de vanadio depende de uma grande variedade de factores,
tais como a via de administragao e da espécie administrada. De uma forma geral, a ingestao de
vanadio é menos téxica que a sua passagem da mae para o filho, no utero, constituindo a inalagao
uma via de toxicidade intermédia. Por seu turno, compostos com uma maior valéncia sao,
geralmente, mais toxicos (Barceloux & Barceloux, 1999), enquanto a administracio de
decavanadato induz alteragcbes nos enzimas antioxidantes diferentes daquelas observadas apos
administracao de metavanadato (Soares ez al., 2007a).

Além disso, verificou-se que o decavanadato, apdés administragdo intravenosa, se
acumulava maioritariamente na mitocondria, induzindo despolarizagio da membrana e inibi¢ao
do consumo de oxigénio, para concentragoes da ordem dos nM (Soares ¢z al., 2007a e 2007b).

Em humanos, a ingestao diaria de 50-100 mg de sulfato de vanadilo, usado para diminuir
niveis elevados de colesterol, esta associada a fadiga, letargia, caibras abdominais e uma colora¢ao
verde da lingua, enquanto a ingestao de 10-15 g de metavanadato de amoénio, para o tratamento
de anemia, tuberculose, diabetes e sifilis, provocou sintomas gastrointestinais, lingua verde e
lesdes neuroldgicas. No entanto, quantidades deste ultimo composto de 1-8 mg nao provocaram
qualquer efeito secundario (Barceloux & Barceloux, 1999).

Pode assim, concluir-se, que no caso particular dos seres humanos, o vanadio pode ser
considerado um elemento essencial benéfico a baixas concentra¢des (1-10 nM) mas toxico para

concentragoes mais elevadas, em especial o vanadio(V) (Nechay, 1984).
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I.1.4 Bioquimica e metabolismo celular do vanadio

A quimica complexa do vanadio em solugdo sugere que os seus efeitos fisiologicos
também apresentem alguma complexidade, devendo-se esta, essencialmente, a dificuldade em
determinar com exactidao qual a espécie responsavel pelo efeito observado. De facto, apds a
entrada do vanadio no organismo, este permanecera na forma de ortovanadato no plasma e
noutros fluidos corporais. Apesar do vanadio poder, entdo, entrar nas células através de um
receptor especifico para a transferrina, sera mais provavel que tal ocorra sua forma de V(V),
através de canais especificos para fosfato ou outros canais iénicos inespecificos. No caso
especifico dos glébulos vermelhos, a entrada do vanadato faz-se através da proteina banda 3, cuja
funcao normal € catalisar a reac¢ao de troca entre CI' e HCOj; (Cantley ef al., 1978).

No interior das células, o vanadato ¢ lenta mas quantitativamente reduzido a V(IV) pela
glutationa (GSH), assim como por varios outros compostos com grupos -OH, como pentoses,
hexoses ou etanolaminas (Nriagu, 1998). Apos a reducao intracelular de V(V) a V(IV), o vanadilo
encontrar-se-a ligado a proteinas, como a transferrina e outros pequenos péptidos, bem como a

glutationa e a catecolaminas. Nos eritrocitos liga-se a2 hemoglobina (Cantley & Aisen, 1979) (Fig.

12).

P-VO;
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Figura 1.2 — Esquema representativo da entrada de vanadio na célula e os seus efeitos nos processos
intracelulares. P, proteina; GSH, glutationa reduzida. Adaptado de Zaporowska & Scibior, 1998.

A reducdo da forma de vanadio mais oxidada e a subsequente complexacao da espécie
reduzida impede a acumulagao de vanadio(V) nas células, impedindo as ac¢Oes inibitorias de
diferentes enzimas, cujos efeitos poderiam causar severos danos celulares. No entanto, e uma vez
que a reducdo do vanadato a vanadilo é lenta, os efeitos fisiolégicos intracelulares do vanadio
dever-se-do, principalmente, a espécie V(V), resultando estes, provavelmente, da sua capacidade

oxidante. O vanadato interfere com enzimas que contém fosfato, tais como fosfohidrolases de
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ATP, cinase de adenilato, desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato, ribonucleases, entre outras,
para concentragoes extracelulares relativamente elevadas (umol-nmol). Participa, ainda, na
formagdo de radicais livres, devido ao seu efeito pré-oxidante sobre o NADPH (fosfato de
dinucleétido nicotinamida-adenina) e outros agentes redutores extracelulares. Geralmente o
vanadio nao se associa a compostos organicos (Barceloux & Barceloux, 1999).

Como se pode observar pelo grafico apresentado na Figura 1.3, o nimero de publicagdes
sobre o vanadio e sobre a interac¢do deste com proteinas tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, o que comprova o elevado interesse que este tipo de estudos apresenta. Na década
de 70 do século passado despoletaram os estudos sobre o vanadio e proteinas, os quais tiveram o
seu auge nos anos oitenta. Grande parte destes estudos incluiram diferentes proteinas, tais como,

ATPases, ribonucleases, cinases, entre outras, tal como acima descrito.
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Figura 1.3 — Representacdo grafica do nimero de publicacdes das ultimas onze décadas sobre o vanadio
(barras vermelhas) e a interac¢do deste com proteinas (barras laranjas). Os dados foram obtidos usando as
palavras vanadium e vanadium AND proteins, respectivamente, no campo de busca da base de dados PubMed
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

I.1.5 Interesse biolégico do vanadio

De acordo com o conhecimento actual, o interesse biolégico do vanadio deve-se,
essencialmente, a (i) regulacao de enzimas envolvidos no metabolismo de fosfato; (i) acumulagao
em tunicatos (organismos invertebrados que vivem nos oceanos), nos quais se encontra presente
em vacuolos especializados, vanaddcitos, nas formas V(III) ou V(IV) (Wever & Kustin, 1990);
(i) acumula¢ao em cogumelos da espécie Amanita, sob a forma de um complexo de baixa massa

molecular designado por amavadina (V(IV)), cuja funcdo nio se encontra ainda estabelecida

8
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(Fragsto da Silva, 1989); (iv) catalise da halogenagdo de substratos inorganicos por
haloperoxidases dependentes de vanadato, em algas; a forma activa destas enzimas nao-hémicas
contém V(V), encontrando-se o ambiente de coordena¢io em torno do metal ainda em discussao
(Butler & Carrano, 1991; Wever & Kustin, 1990); e (v) catalise da protona¢ao redutora de N, a
NH," por nitrogenases dependentes de vanidio em bactérias fixadoras de azoto, tais como a
Agotobacter; pensa-se que o vanadio, provavelmente nos estados de oxidacao V(II)/V(II) faz
parte de um centro metalico de vanadio-enxofre (Eady, 1995).

Do ponto de vista fisiolégico, a regulacio de enzimas envolvidos no metabolismo do
fosfato ¢é a caracteristica do vanadio mais importante, tornando este elemento vestigial
potencialmente essencial para todos os organismos, o que se deve a analogia existente entre o
vanadato e o fosfato (Rehder, 1992; Crans e# al, 2004; Aureliano & Gandara, 2005; Aureliano,
2009; Aureliano & Crans, 2009), discutida em maior detalhe no Capitulo IV.

I.2 Contrac¢ao muscular

I.2.1 Musculo estriado esquelético

A capacidade que os organismos vivos possuem para se movimentarem constitui uma das
suas caracterfsticas fundamentais. No entanto, os mecanismos subjacentes a esta capacidade
variam de organismo para organismo, sendo a contrac¢ao muscular um exemplo bastante
especializado deste fenémeno, sendo bem compreendido a nivel molecular, nio obstante ser
bastante complexo. Este conhecimento sobre a contrac¢ao muscular tem sido determinante para
a compreensao de outros sistemas menos complexos de mobilidade celular, o que contrasta com
o sucedido noutras areas da biologia molecular, nas quais o conhecimento sobre processos mais
complexos advém da compreensiao dos organismos menos evoluidos (Bagshaw, 1982).

Morfofisiologicamente, os musculos classificam-se em estriados e lisos. Os musculos
estriados, assim denominados pelo facto de ao microscopio se notar uma alternancia entre zonas
escuras e claras, de onde resulta uma aparéncia estriada, podem ainda ser divididos em duas
subclasses, esquelético e cardiaco.

Os musculos estriados esqueléticos sao assim designados por se encontrarem ligados aos
ossos das pernas, bracos e coluna vertebral, sendo constituidos por feixes de células longas e
multinucleadas, resultantes da fusdo de varias células percursoras (ou mioblastos) e encontrando-
se associados a contrac¢ao voluntaria em actividades coordenadas complexas. A contrac¢ao

destes musculos ¢ forte e rapida, da ordem dos milissegundos (Azevedo, 1999).
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Estes musculos consistem em feixes paralelos de células musculares esqueléticas (ou
miofibras), as quais possuem um diametro compreendido entre 20 e 100 um e podem ter varios
centimetros de comprimento. Cada miofibra encontra-se delimitada pelo sarcolema (membrana
plasmatica) e contém até 100 nucleos localizados perifericamente, sendo estas constituidas, por
sua vez, por cerca de mil feixes de miofibrilas ordenados paralelamente no seu interior e com
diametros entre 1 e 2 um, os quais ocupam cerca de 80 % do volume da miofibra.

No musculo estriado esquelético, as zonas escuras e claras observadas ao microscopio
polarimétrico correspondem a zonas de maior e menor densidade electrénica, sendo designadas
por bandas A (de anisotropia, polarizacao da luz visivel) e I (de Zsotropia; nao polariza a luz visivel
de forma tdo acentuada como a banda A), respectivamente (Fig. 1.4). A banda I ¢ dividida
transversalmente por uma linha mais escura (de maior densidade, altamente refractiva),
denominada linha Z. A unidade fundamental da contrac¢ao muscular, repetida regularmente ao
longo das miofibrilas, designa-se por sarcémero e possui um comprimento de 2,5 a 3,0 um
quando o musculo se encontra relaxado, tornando-se mais curta aquando da contrac¢do
muscular. E de salientar, ainda, que no interior de cada banda A existe uma zona mais clara
(menos densa), denominada zona H, bastante rica em enzimas importantes para o metabolismo
celular, no centro da qual se localiza um alinha perpendicular mais escura, a linha M (Bagshaw,
1982).

Dados obtidos com recurso a microscopia electronica mostraram que cada sarcémero é
constituido, essencialmente, por dois tipos de filamentos proteicos: (i) filamentos grossos,
constituidos pela miosina, e (i) filamentos finos, que contém a actina. A distribuicao destes
filamentos ao longo dos sarcomero nao ¢ uniforme: em repouso, os filamentos de actina tém
uma extremidade inserida na linha Z, enquanto a outra extremidade se prolonga em direc¢dao ao
centro de cada sarcoémero, nao o atingindo, contudo. A banda I ¢, deste modo, constituida
exclusivamente pelos filamentos finos de actina. Por seu turno, os filamentos de miosina
encontram-se a meio de cada sarcomero, sendo os constituintes maioritirios da banda A. A
banda H central é constituida unicamente pelos filamentos grossos. Na restante banda A, de um
e de outro lado da banda H, coexistem os dois tipos de filamento, que se interpenetram. O
contacto entre os dois filamentos ¢é estabelecido por projecgdes dos filamentos grossos que
formam as chamadas pontes transversais, as quais sobressaem do filamento de miosina a
intervalos regulares de 143 A, com um desfasamento angular de 120° entre duas projeccdes
consecutivas. Cada filamento fino encontra-se rodeado por trés filamentos grossos e cada um

destes por seis filamentos finos (Azevedo, 1999).
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. Sarcomero
T 1
Linha Z Linha M

Figura I.4 — Representacio esquematica do sarcémero, unidade funcional e estrutural do musculo
estriado esquelético. Os filamentos finos e grossos sao constituidos maioritariamente por F-actina e

miosina, respectivamente.

1.2.2 Proteinas constituintes das miofibrilas

A miosina (55 %) e a actina (20 %) sdo os maiores constituintes das miofibrilas. A
troponina e a tropomiosina, proteinas regulatorias, encontram-se associadas ao filamento de
actina. O filamento de miosina contém, também, algumas proteinas associadas, entre as quais as
proteinas constituintes da linha M e a proteina C, as quais se encontram, possivelmente,

envolvidas no arranjo estrutural deste filamento (Bagshaw, 1982).

1.2.2.1 Actina

A actina constitui uma familia altamente conservada de proteinas citoplasmaticas,
encontrando-se em todos os eucariotas, existindo evidéncias de que ndo se encontrard em
nenhum procariota. Convencionalmente, as actinas possuem, na sua maioria, massas moleculares
relativas proximas de 42 kDa, o que pode ser explicado pelo facto de apresentarem um elevado
grau de conservagdo na sequéncia e numero de aminoacidos. Nos eucariotas superiores existe
um grande numero de isoformas desta proteina, sendo estas codificadas por um numero ainda
maior de genes. As isoformas sao expressas diferencialmente em diferentes tecidos
especializados, o que sugere que cada uma delas possui funcgbes distintas e que existem
mecanismos que as direccionam para as suas diversas localizagoes. Adicionalmente, foi observado
que os ARNm (acido ribonucleico mensageiro) para as diferentes isoformas também se

encontram distribuidos heterogeneamente nas células, de forma semelhante aos seus produtos
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proteicos (Hill & Gunning, 1993), o que sustenta a hipotese de direccionamento das isoformas de
actina para um determinado local no interior da célula, de acordo com as suas fungoes.

A actina esta envolvida em processos de contrac¢do muscular, fagocitose, manutencao e
alteracdo da estrutura celular, movimento, transporte de organelos, regulacio do transporte de
solutos, entre outros (Korn, 1982; Kabsch & Holmes, 1995). De facto, existe um grande nimero
de evidéncias de que a actina do citoesqueleto se encontra envolvida no transporte de
determinados organelos numa grande variedade (e possivelmente em todas) de células eucariotas.
Nas leveduras, por exemplo, a actina encontra-se envolvida no transporte de organelos no
axoplasma (Bearer et al, 1996) ou granulos com o pigmento retindide (Burnside & King-Smith,
1997), entre outros.

No entanto, até a0 momento, a isoforma-o (0-actina), presente no musculo esquelético
dos vertebrados, ¢ a mais estudada, encontrando-se envolvida no processo da contrac¢iao
muscular (Sheterline ez al., 1998).

Os filamentos de actina medem cerca de 1 um e tém um didgmetro de 80 A, consistindo
em duas cadeias de actina filamentosa (F-actina) organizados em hélice a (Highsmith, 1999),
sobre os quais se localizam ainda outras proteinas, como a troponina (I, C e T) e a tropomiosina
(Fig. 1.5). A troponina é uma proteina filamentosa que se localiza nas depressoes da hélice de F-
actina e que confere rigidez aos filamentos finos; a tropomiosina ¢ essencial na regulacio da

contrac¢ao muscular, como serd descrito mais detalhadamente adiante.

“TnC Tnl

Figura 1.5 — Modelo estrutural do filamento de F-actina contendo tropomiosina ¢ o complexo de
troponinas I, C e T (Tnl, TnC e TnT). Adaptado de Hamdani e7 a/., 2008.

A F-actina, unica forma com capacidade de estimular a actividade de ATPase de miosina,
¢ formada pela polimerizacio de subunidades globulares de actina, designadas por G-actina (42
kDa). A analise de cristais de G-actina por difraccao de raios-X mostrou que esta proteina ¢é
composta por dois dominios de tamanho bastante semelhante, ligados covalentemente por

apenas duas fitas da cadeia polipetidicas que se encontram na base da molécula, o que permite o
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seu movimento. Cada um destes é constituido por cinco folhas-B e hélices-a associadas,
encontrando-se separados pelo bolso de ligagio de catides divalentes (Mg®* ou Ca’") e dos
nucleétidos ADP (adenosina 5-difosfato) ou ATP (Schutt e al, 1989; Kabsch ez al, 1990;
McLaughlin ez al., 1993). Estes resultados permitiram esclarecer qual o papel estrutural destes i0es
e dos nucledtidos na polimeriza¢io da actina e na estrutura do filamento fino (Egelman &
Otlova, 1995). O modelo de resolu¢ao atomica mostrou que estes dois dominios se encontram,
por sua vez, subdivididos noutros dois de menores dimensoes, designados por 1, 2, 3 e 4,
encontrando-se as regides N-terminal e C-terminal proximas uma da outra, no subdominio 1
(Shetetline et al, 1998) (Fig. 1.6). Cada um dos subdominios encontra-se, por seu turno,
envolvido em interac¢oes actina-actina ou na formacao do topo do local de ligacio do nucleétido
(Kabsch ¢z al., 1990).

Quando os mondémeros de actina siao incorporados no filamento a sua conformagio ¢é
alterada, ocorrendo, de igual modo, um rearranjo estrutural interno aquando da ligacdo da F-

actina a miosina (Barden & dos Remédios, 1985; Mossakowska e7 al., 1988).

Subdominio 4

Figura 1.6 — Estrutura do monémero de actina. PDB: 1J6Z (Otterbein ez al., 2001).

A formacgio do filamento de actina é acompanhado pela hidrolise estequiométrica de
ATP, a qual ocorre apds a incorporagdo de cada mondémero (e nio durante o processo de
polimerizagao), formando-se ADP-F-actina. Comparando as velocidades de adigdo de um novo
monoémero ao filamento e de hidrdlise de ATP numa populagio de filamentos em rapida
formacio, observa-se que a hidrélise ocorre mais lentamente que a montagem do polimero (Korn

et al., 1987), pelo que a reacgao de hidrolise deste nucleétido nao se encontra acoplada ao local de
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formacao do polimero de F-actina. Estimou-se que a reac¢ao de hidrélise de ATP ocorre com
uma constante de velocidade de 0,02 s, ou seja, existe a probabilidade de 1 molécula de ATP se
hidrolisar por segundo por 50 mondmeros que se associam ao filamento (Pollard & Weeds,
1984). O produto imediato da hidrélise de ATP consiste num monémero ADP.P,.G-actina na F-
actina. A libertagio do fosfato inorganico tem uma menor probabilidade de ocorrer que a
hidrélise, com uma constante de dissociacio de 0,006 s™ (Catlier, 1987), ou seja, 1 molécula de P,
libertada por segundo por 170 monémeros associados. Assim, o filamento, que se formou no
estado ATP.F-actina, torna-se ADP.F-actina, através de um intermediario ADP.P,.F-actina. Este
facto torna as extremidades do filamento de F-actina distintas entre si: se se considerar o
polimero como uma seta, o lado correspondente a ponta possuird um monémero no estado
ATP.G-actina (ou ADP.P.G-actina), enquanto o lado oposto apresentard um monoémero

ADP.G-actina.

45000 B Actina 39567

36000

18000

9000

Numero de publicagoes
N
~
o
o
o

Décadas

Figura I.7 — Representacio grafica do numero de publicacSes das dltimas onze décadas relacionadas com
a actina. Os dados foram obtidos usando a palavra acn no campo de busca da base de dados PubMed
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Nas udltimas décadas o numero de trabalhos publicados sobre (ou relacionados com) a
actina tem aumentado significativamente (Fig. 1.7), o que demonstra a actualidade dos estudos

que envolvam esta proteina.
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1.2.2.2 Miosina

O termo miosina é usado actualmente para uma variada superfamilia de motores
moleculares cuja caracteristica que os distingue ¢ a capacidade que possuem para se ligarem de
forma reversivel a actina e hidrolisarem ATP, convertendo energia quimica em energia mecanica.
Esta superfamilia possui, pelo menos, 15 classes distintas, baseando-se as divisdes na homologia
existente entre as suas diferentes sequéncias (Sellers, 1999).

A miosina do tipo II (miosina II) é a mais bem estudada, talvez por estar presente em
células musculares e ndo musculares, sendo a que se encontra nos filamentos grossos do musculo
estriado esquelético (Squire, 1981). E constituida por duas cadeias polipetidicas idénticas,
enroladas entre si e denominadas cadeias pesadas de miosina, HC (do inglés heavy chains) (200
kDa). Estas cadeias sdo constituidas por uma zona globular e outra filamentosa em hélice a. A
zona globular, também designada por cabega, situa-se na regiao N-terminal de cada cadeia pesada
e tem 40 A de didmetro. E nesta regiio que se encontram os locais de ligacio de actina e de ATP

ou outros nucleétidos (Lowey, 1979) (Fig. 1.8).

Cabecga

‘ Cauda

Pescogo

Cadeias leves

Figura I.8 — Estrutura esquematica da molécula de miosina II. Destacam-se as duas cabecas globulares e a
cauda filamentosa, ligadas entre si por uma zona flexivel denominada pescoco. As cadeias leves (a verde e
vermelho) encontram-se associadas as cabegas globulares.

Cada molécula de miosina possui, assim, duas cabegas globulares, as quais se encontram
associadas dois pares de cadeias leves, (i) essenciais (ELC, do inglés essential light chains) ou (ii)
regulatérias (RLC, do inglés regulatory light chains), com massas moleculares de 15 e 22 kDa,
respectivamente. As cadeias leves, de acordo com o seu grau de fosforilaciao, possuem capacidade
regulatoria da actividade ATPasica das cadeias pesadas a que se encontram associadas. As zonas
filamentosas das cadeias pesadas de miosina, localizadas na extremidade C-terminal, encontram-
se enroladas, formando uma cauda relativamente rigida. Entre a cauda e a cabeca existe uma zona
flexivel, denominada pescogo (Azevedo, 1999) (Fig. 1.8).

A miosina II existe apenas na forma de molécula simples para forgas idnicas elevadas.

Contudo, nas condi¢oes fisiologicas, forma agregados. Deste modo, estes ultimos serdao uma
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entidade bipolar na qual as cabegas globulares de miosina, carregadas positivamente, se
encontram localizadas nas extremidades, encontrando-se separadas pelas respectivas caudas,
carregadas negativamente.

Szent-Gyorgy (1953) demonstrou que a miosina II pode ser clivada em dois fragmentos
por ac¢ao da tripsina: (i) meromiosina leve (LMM, do inglés /ght meromyosin), constituida pela
cauda e que ndo possui actividade ATPasica nem capacidade para se associar as cadeias leves, e
(if) meromiosina pesada (HMM, do inglés heavy meromyosin), formada pelas duas zonas globulares e
pelo pescogo, nio formando agregados e ligando-se as cadeias leves, possuindo actividade
catalitica. Uma subsequente clivagem enzimatica de HMM origina os subfragmentos-1 (S1) e 2

(S2) (Fig. 1.9).

Quimotripsina

LMM

Figura 1.9 — Clivagem proteolitica da molécula de miosina II. A quimotripsina cliva a molécula na zona
flexivel da cauda em dois fragmentos: meromiosina leve (LMM) e meromiosina pesada (HMM). A
digestio com papaina origina os subfragmentos S1 e S2. Adaptado de Lodish ez @/, 2000.

O subfragmento-1 possui 165 A de comprimento, 65 A de largura e 40 A de espessura. E
constituido pelo dominio da cabega, encontrando-se associado a ambos os pares de cadeias leves
ou apenas as essenciais, dependendo das condi¢des em que a clivagem foi efectuada (Fig. 1.10). O
subfragmento-1 possui actividade ATPasica e o local de ligacao a actina (Rayment ¢# a/., 1993a).
Além disso, possui dois locais sensiveis a protedlise, donde resulta a formagao de outros trés
fragmentos: (i) segmento N-terminal de 25 kDa com capacidade para ligar os nucle6tidos ADP
ou ATP, (i) outro central de 50 kDa onde se liga a actina e (iii) a regido C-terminal, de 20 kDa

(Mornet & Ue, 1984).
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Local de ligacao
a actina

Figura 1.10 — Representacao em cartoon do subfragmento-1 de miosina de musculo esquelético de galinha
mostrando a estrutura secundaria dos dominios principais. Os fragmentos proteoliticos estdo coloridos da
seguinte forma: verde para o de 25 kDa N-terminal; vermelho para o de 50 kDa central; azul para o de 20
kDa C-terminal. O local de ligacio a actina encontra-se colorido a cinzento, fazendo esta regido parte do
fragmento de 50 kDa. As cadeias leves essenciais (ELC) e regulatérias (RLC) estdo coloridas a amarelo e

rosa, respectivamente. Adaptado de Rayment, 1996.

I.2.3 Mecanismos moleculares da contracgao muscular

A contrac¢do ocotre, essencialmente, quando os filamentos de actina deslizam sobre os
de miosina, o que foi proposto simultaneamente por Huxley & Niedergerke (1954) e Huxley &
Hanson (1954). Este modelo tem como bases experimentais o facto do tamanho dos filamentos
nao se alterar durante todo o processo da contrac¢io muscular e a banda A apresentar sempre as
mesmas dimensoes, enquanto a banda I e a zona H diminuem consideravelmente o seu
comprimento aquando da contraccio.

Assumindo que a interac¢do entre a miosina e a actina ndao se encontra inibida, na
auséncia de ATP estas duas proteinas encontram-se fortemente associadas (complexo
actomiosina, AM) (Fig. I.11). Nesta conformagao, as cabecas de miosina formam um angulo de
45° com o eixo do filamento fino (Reedy e 4/, 1965). Na presenca de ATP o complexo AM
dissocia-se (a afinidade do complexo miosina-ATP para a actina é 105 vezes menor do que a
afinidade da miosina para a actina sem o substrato), ligando-se o nucle6tido a miosina (M-ATP +

A).

17



Susana Ramos, 2011

AM*-ADP

P
i a.g o
- o
P
AM*-ADP-Pi §

ZTE  AM-ADP

2

- ADP

AM**ADP-PI 5%:;55 45'? ngém AM

\ P

TP . al
2 sz;;:ug A+M*-ATP
A+m*=pDppi § == (§
90°

s
i Miosina
Lv
Gkgasy  Actina

Figura I.11 — Modelo do mecanismo de hidrélise do ATP pelo complexo actomiosina no processo de
contrac¢ao muscular, onde A = actina e M = miosina. Adaptado de Spudish, 1994.

De seguida, ocorre hidrélise de ATP, permanecendo o ADP e o fosfato inorganico (P)
ligados a molécula de miosina (M-ADP-P; + A). Este complexo pode, entdo, ligar-se a actina,
formando-se AM-ADP-P, no qual as cabecas de miosina fazem um angulo de 90° com o eixo do
musculo (Reedy ez al, 1965). A libertacio de P; e ADP, por esta ordem, e, possivelmente, a
energia proveniente da hidrélise de ATP provocardao uma alteragao no angulo de ligacio das
cabecas de miosina ao filamento de actina, o qual passara de 90 novamente para 45°. Esta
alteracao conformacional promove um deslizamento do filamento de actina para o centro do
sarcomero e o encurtamento deste promove, por seu turno, a contrac¢do das miofibrilas
(Hibberd ef al, 1985). Todo este processo demora cerca de 1 milissegundo (Lymn & Taylor,
1971).

A estequiometria do complexo actomiosina tem sido amplamente estudada e motivo de
forte debate. Existem evidéncias experimentais que uma molécula de subfragmento-1 se liga a
uma molécula de actina monomérica ou que uma moléculas de S1 se ligara a duas de G-actina.
Dados obtidos com recurso a difraccao de raios-X (Amos e al, 1982; Holmes, 1997) e a
microscopia electronica (Milligan, 1996) sugerem que cada S1 interactue com dois mondémeros de
actina subjacentes, ocorrendo os contactos entre ambos essencialmente em quatro areas: (i)

contacto entre o /Jogp-2 (liga os segmentos de 50 e 20 kDa da molécula da miosina) rico em

glicinas e lisinas com aminoacidos carregados negativamente no primeiro monémero de actina;
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(if) contacto estereoespecifico e hidrofébico entre o dominio inferior do segmento de 50 kDa e
os dois monomeros de actina; (iii) contacto entre o /ogp exposto na ponta do dominio superior do
segmento de 50 kDa e o primeiro monémero de actina; e (iv) interacgao electrostatica entre o
dominio inferior do segmento de 50 kDa e o segundo mondémero de actina (Rayment e/ a/,

1993b; Holmes, 1997) (Fig. 1.12).

€— Subfragmento-1 —» € F-actina >

Figura 1.12 — Estrutura do complexo actomiosina. A molécula de F-actina (a direita) apresentada ¢
constituida por 5 monémeros de G-actina. O subfragmento-1 de miosina (a esquerda) estabelece uma

ponte cruzada com dois monémeros de actina subjacentes. Adaptado de Greeves & Holmes, 1999.

Experiéncias de cross-linking efectuadas em solugdo ou com as miofibrilas directamente
confirmaram a interac¢do de um S1 com dois monémeros de actina, quando a actina se encontra
em excesso relativamente ao subfragmento-1 de miosina (Bonafé & Chaussepied, 1995; Van Dijk
et al, 2000). Os locais envolvidos na reac¢io de cross-linking englobam (1) o segmento
compreendido pelos aminoacidos 1-12 localizados na regido N-terminal do S1 e dois mondémeros
de actina adjacentes, e (i) os lgps 2 e 3, formados, respectivamente, pelos residuos 626-647 e
565-579 da miosina (Rayment ef al., 1993b; Bonafé & Chaussepied, 1995; Andreev & Borejdo,
1991; Holmes, 1997; Chaussepied & Van Dijk, 1999). Além disso, verificou-se que o grau de
saturacao do filamento fino pelo S1 altera a protec¢ao pela actina da degradagao proteolitica da
miosina (Mornet et al., 1981; Yamamoto, 1990), os parametros cinéticos da ligacio do ATP ao
complexo actomiosina (Tesi ez al., 1990), bem como a ligagao de S1 ao segundo mondémero de
actina (Andreev & Borejdo, 1991). Estudos realizados por Van Dijk ez a/. (2000) demonstraram,
no entanto, que o a ligagdo de subfragmento-1 de miosina aos dois monémeros de actina
adjacentes ocorre para tempos de reac¢ao idénticos, nao sendo dependentes da razdo actina/S1
para intervalos de tempo compreendidos entre 0,3 e¢ 20 segundos. Os dados obtidos por estes

autores excluiram um mecanismos pelo qual a miosina desliza de um para outro monémero de
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actina, na escala de tempo dos segundos ou minutos, sugerindo a ocorréncia de alteracbes mais

subtis na interface do complexo actomiosina durante o ciclo de hidrélise de ATP.

1.2.4 Regulagao da contracgao muscular

O mecanismo de regulacio da contraccdo muscular foi inicialmente descrito por
Haselgrove (1973), Huxley (1973) e Parry & Squire (1973), encontrando-se as proteinas
associadas ao filamento fino (tropomiosina e troponina) directamente implicadas. Além disso, no
musculo relaxado a concentragio de ides Ca’* ¢ bastante baixa (107 M), aumentando
consideravelmente aquando da contracgio (10°-107 M), o que levou a sugerir que o célcio possui,
também, um papel importante na regulacao deste processo.

De uma forma bastante simplificada, quando o musculo esquelético é excitado, a
despolarizagdo da membrana plasmatica ¢ transmitida ao interior do tecido através dos tubulos
transversais (ou tibulos T; consistem em invaginacdes da membrana plasmatica da fibra
muscular), provocando a abertura de canais i6nicos especificos para o Ca™ existentes no reticulo
sarcoplasmatico (RS) adjacente. Uma vez que a concentragao deste ido no interior do organelo ¢é
muito elevada, este passa rapidamente para o citoplasma da célula, distribuindo-se de forma
uniforme. Deste modo, a regulagdo da contracgao no musculo esquelético pode ocorrer de forma
rapida e coordenada em todas as miofibrilas que compdem o tecido.

Em repouso, a troponina I dispde-se de tal modo que obriga a troponina C a encontrar-
se numa posi¢io que impede a ligacdo das cabegas de miosina a actina (@ = 50°). O aumento da

concentracio de Ca* intracelular conduz a uma maior disponibilidade deste para se ligar a

troponina C (Fig. 1.13).

local de

“ ligagdo
da miosina
acessivel

tropomiosina

actina

Figura 1.13 — Representacdo esquematica da regulaciao da contraccdo em musculos estriados esqueléticos
pelo complexo troponina/tropomiosina. A esquerda, estado de repouso: a tropomiosina bloqueia o local

de ligacdo da miosina a F-actina. A direita, contracgdo: ocorre o deslocamento da tropomiosina e a ligagdo

entre a miosina e a F-actina pode ocorrer.
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Quando tal se verifica, a troponina C altera a sua conformacio (O = 70°), associando-se
fortemente a troponina I, que deixa de inibir a ligacdo das pontes transversais. Esta alteraciao
conformacional ¢ transmitida a tropomiosina através da troponina T e, como resultado final, a
tropomiosina desloca-se em direcc¢ao ao interior do sulco do filamento de actina, permitindo uma
interaccao eficaz entre a F-actina e a miosina. De modo a cessar a actividade contractil, a bomba
de Ca*" existente no reticulo sarcoplasmatico (Ca**-ATPase de RS) reacumula o ido cilcio neste

organelos, impedindo que a contrac¢io se prolongue demasiado.

I.3 Vanadio e contrac¢io muscular: passado, presente e futuro

O interesse do estudo do vanadio associado a proteinas do sistema contractil, e de modo
geral a biologia, iniciou-se em 1977, quando a impureza contida no ATP comercial preparado a
partir de musculo de cavalo, responsavel pela inibicio de Na",K'-ATPase, foi identificada como
sendo o ortovanadato (VO,”), tendo este sido inicialmente identificado como um factor de
inibicdo muscular (MIF, do inglés muscle inhibitory factor) (Josephson & Cantley Jr., 1977). No
entanto, o enzima cinase do adenilato, isolado a partir de musculo esquelético de coelho, foi o
primeiro cuja inibi¢ao pelo decavanadato foi reportada (DeMaster & Mitchell, 1973).

Os primeiros estudos sobre a interaccdo entre o vanadato e a miosina foram realizados
por Gibbons ez al. (1978), tendo estes autores verificado que concentragoes deste metal inferiores
2 0,5 mM nio inibiam a sua actividade enzimatica. No entanto, tal nao se veio a confirmar, uma
vez que foi demonstrado que nesta gama de concentra¢des o vanadato monomérico inibia a
miosina através da formacio de um complexo miosina-ADP-vanadato (M.ADP.V]") bastante
estavel, o qual funciona como um analogo do intermediario miosina-ADP-fosfato (M.ADP.P,)
(Johnson & Taylor, 1978; Goodno, 1979).

Desde entio foram publicadas importantes contribui¢oes para a caracterizagio do local
activo e para a detecgdo de alteragoes conformacionais da miosina provocadas pela hidrélise do
ATP, com base na cinética de inibicio do ATPase de miosina por diferentes espécies de
vanadato, nomeadamente as espécies monomérica, dimérica, tetramérica, hexamérica e
decamérica (Goodno & Taylor, 1982; Ringel e7 al., 1990; Aureliano, 2000; Aureliano & Gandara,
2005; Aureliano, 2009; Aureliano & Crans, 2009). A interac¢ao das espécies oligoméricas,
contrariamente a monomérica, nao depende da formacio de um complexo ternario com o
nucleétido no local activo. De facto, a espécie decamérica de vanadato inibe a ATPase de miosina

através da ligagdo a backdoor deste enzima (Tiago ez al., 2004).
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Estudos sobre o efeito do vanadato em fibras de musculo esquelético de coelho foram
conduzidos por Dantzig & Goldman (1985), tendo sido concluido, de forma surpreendente, que
a presenca de V, inibia a produgdo de forca com uma ordem de grandeza superior a inibi¢ao
observada para a actividade do ATPase de subfragmento-1 de miosina estimulada por F-actina,
em solucao.

Se o sistema miosina-vanadio se encontra amplamente caracterizado, no que a actina diz
respeito existem poucos estudos sobre o efeito de compostos de vanadio no equilibrio entre as
formas monomérica (G-actina) e filamentosa (F-actina), bem como no efeito que a presenca
deste metal provoca na sua capacidade de estimular a actividade ATPasica de miosina. Combeau
& Carlier (1988) demostraram que concentragdes de ortovanadato até 2 mM promovem o
aumento das interac¢Oes actina-actina, de modo semelhante ao fosfato inorganico. Contudo, o
amento da concentraciao de vanadato (2-20 mM) provocara alguma deformacgao na molécula de
actina, resultando o acumular destas na destabilizacao da estrutura do filamento.

No entanto, e uma vez que o vanadio apresenta uma quimica extremamente complexa
em solugdo aquosa, os efeitos promovidos pelas diferentes espécies podem ter sido
putativamente atribuidos. Torna-se, assim, de todo o interesse determinar quais as alteragoes
funcionais e estruturais sofridas pela actina, na presenca de diferentes espécies de vanadio, tais

como vanadato monomérico e oligovanadatos, e o vanadilo.
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Capitulo I1. Purificacao e caracterizacao de actina e miosina

No presente capitulo demonstra-se que os métodos utilizados para o isolamento e purificacao das proteinas
actina e miosina de miisculo esquelético de coelho, resultam na obtencio de fraccoes com elevado grau de pureza,
encontrando-se estas em perfeitas condiges para serem utilizadas nos estudos subsequentes. Esta caracterizacdo foi
realizada recorvendo a andlise qualitativa e estado de pureza, por electroforese em gel de poliacrilamida em
condigoes  desnaturantes (SDS-PAGE), bem como  através da andlise das  actividades —enzimaticas  de

subfragmento-1 de miosina, em condigoes fisiologicas e ndo-fisiologicas.

I1.1 Introducao

Os procedimentos utilizados no isolamento e purificagao das proteinas actina e miosina
téem em consideracao as solubilidades destas consoante a forca idnica do meio em que se
encontram. Para forgas idnicas elevadas, a solubilidade destas diminui, o que resulta da
competi¢ao existente para as moléculas de solvatagdo entre os ides do sal adicionado e os outros
solutos dissolvidos — as interac¢des soluto-soluto tornam-se mais fortes que as interacgoes
soluto-solvente e o soluto precipita. Contrariamente, para for¢as ionicas baixas, a solubilidade das
proteinas aumenta com a concentra¢ao de sais em solugao, o que se desigha por salting in,
resultado da ligagao existente entre determinada proteina e um contra-ido presente em solugao e
os consequentes aumentos da carga da proteina e da sua solvatagao (Collins, 2004 e 2006). Assim,
ajustando a concentragao de sais numa solugdo que contenha uma mistura de proteinas para um
valor imediatamente abaixo do ponto de precipitacio da proteina a ser purificada, conseguem
eliminar-se muitas das nao desejaveis, uma vez que a solubilidade proteica difere em fun¢ao da
concentragao do sal e todas as proteinas possuem um ponto de salting out caracteristico; este
fenémeno resulta da presenca de anides fortemente hidratados na vizinhanga da superficie
proteica, removendo moléculas de dgua necessarias a solvatagdao da proteina e desidratando a sua
superficie. Apds remocao do precipitado, a concentragao da solucdo restante pode ser

aumentada, o que permitira a precipitacdao da proteina que se pretende isolar.

I1.1.1 Preparagio da actina

A grande maioria dos estudos sobre a estrutura e a fun¢ao da actina tém sido realizados
usando a isoforma de musculo esquelético de coelho, bastante semelhante a de outros mamiferos

e alguns vertebrados. A actina corresponde a cerca de 20 % do peso total das proteinas do
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musculo esquelético, sendo possivel obter 0,4-0,5 g de proteina altamente purificada a partir do
musculo de um unico coelho (aproximadamente 200 g de musculo).

O método mais amplamente utilizado na purificacao de actina foi inicialmente descrito
por Feuer (1948), resultando todos os outros de pequenas variagoes deste. A maioria das
proteinas soliveis ¢ removida apds extensas extraccoes do musculo com solugdes tampao de
forca idnica baixa e elevada. A massa proteica que resulta destas extracgOes sucessivas €
constituida, essencialmente, por proteinas miofibrilares, sendo posteriormente desidratada com
acetona, formando-se o “p6 de acetona”. O passo de desidratacdao serve para desnaturar muitas
das outras proteinas, que nao a actina, bem como permitir o armazenamento do “p6 de acetona”
por periodos de tempo praticamente indefinidos. De modo a remover a miosina restante e a
conservar a ligacao do nucleétido a actina, sendo que esta desnatura na sua auséncia, o “p6 de
acetona” ¢ extraido com solu¢des tampao de baixa forga idnica contendo ATP , bem como ides
Ca’", de modo a substituir o magnésio ligado. O mondémero assim extraido ¢, entdo,
polimerizado através da adigao de KCl e MgCl,, de modo a remover o cilcio. O aumento da
concentragao de KCl e a posterior centrifugacdo provocam a separagao de tropomiosina do
filamento de actina, devido a diferenca de masas moleculares existente entre ambas. Dialisando a
F-actina contra uma solugao tampao de baixa for¢a idnica contendo calcio, desloca-se o equilibrio
novamente na direccdo da formacdo da actina monomérica. [z witro, a F-actina polimeriza
espontaneamente na presen¢a de 50-100 mM KCI, pH 7,0-7,1 e 1 mM Mg, sendo estas as
condigbes idnicas que se cré existirem nas células. Nestas condigdes experimentais e na presenca
de Ca, em solucbes tampao de baixa forca idnica, a actina filamentosa possui uma concentra¢ao
critica (C, concentragao acima da qual a actina se associa em filamentos) de cerca de 0,1 mM,

enquanto que nas condi¢oes fisiologicas diminui para cerca de 0,1 uM (Sheterline ¢ al., 1998).

I1.1.2 Preparagdo de miosina e subfragmento-1 de miosina

Nos estudos sobre contracgdo muscular, a miosina mais amplamente usada tem sido
aquela extraida de musculo esquelético de coelho. A maioria dos procedimentos experimentais
tira partido da capacidade que a miosina tem para formar filamentos a baixa forca i6nica, sendo
soluvel para forgas idnicas elevadas. A insolubilidade da miosina é conferida pela regido da
“cauda”, sendo esta insoluvel para concentracbes salinas préximas das fisiologicas.
Contrariamente, a ‘“cabe¢a” da miosina ou subfragmento-1 ¢ solavel em agua. A relativa
insolubilidade da molécula de miosina, bem como o seu elevado tamanho (470 kDa), faz com

que, na maioria dos casos, se opte pelo recurso a fragmentos resultantes da digestido proteolitica

da miosina, os quais retém as propriedades da molécula de miosina e sao mais faceis de analisar
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enzimatica e fisico-quimicamente. Um destes fragmentos ¢ o subfragmento-1 de miosina, solivel
a forgas i6nicas baixas e obtido por protedlise da cadeia pesada, utilizando a quimotripsina, como

anteriormente referido.

I1.1.3 Medigio da actividade ATPasica da miosina e subfragmento-1 de miosina

Em 0,5 M KCl, a actina e a miosina formam uma solucao viscosa e turbida, o que se
deve, em parte, a formagdao de complexos de actomiosina. Apos adi¢ao de MgATP, o complexo
actomiosina dissocia-se e a solucdao apresenta-se menos turva. Para forcas idnicas baixas, o
complexo actomiosina existe na forma de suspensiao, sendo a sua dissociacao induzida por
MgATP, o qual é rapidamente hidrolisado, o que faz com que a sua concentragdo no meio
reaccional diminua substancialmente. Nestas condicoes, os filamentos de actina reassociam-se e
contraem, formando um precipitado (superprecipita¢ao). Apesar de este fenémeno representar
de forma bastante simplificada o processo da contrac¢ao muscular 7z vivo, os impedimentos
estéreos envolvidos na liga¢do entre a miosina e a actina tornam dificil a analise quantitativa da
actividade MgATPasica. Para que tal fosse possivel, seria necessario utilizar uma solu¢ao de forca
i6nica mais elevada, de modo a que toda a miosina se encontrasse solubilizada. No entanto,
nestas condi¢des a actina nao ¢ estavel, o que afectaria, de igual modo, a medi¢do da actividade
ATPasica de miosina estimulada por F-actina (Bagshaw, 1982). Assim, estudos cinéticos mais
detalhados devem ser realizados com o subfragmento-1 de miosina, uma vez que este permanece
soluvel a forcas idnicas baixas, possuindo actividade catalitica por si s6 (Sellers, 1999). A
utilizacdo de forgas idnicas baixas (0,05 M) aumenta também a afinidade da actina para o S1, o
que permite contornar o facto de, em solugdo aquosa, ser bastante dificil alcangar a concentragao
proteica existente nos musculos (cerca de 100 mg ml' do complexo actomiosina) (Bagshaw,

1982).
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I1.2 Materiais e métodos

I1.2.1 Purificagdo de actina de musculo esquelético de coelho

A actina foi purificada segundo o método descrito por Pardee & Spudish (1982), sendo
este um procedimento realizado em dois passos, uma vez que, primeiramente, se obtém um
residuo seco designado por “p6 de acetona” e, em seguida, a actina ¢ extraida a partir deste na
forma de monémeros de actina (G-actina), promovendo-se, posteriormente, a polimerizagao a

actina filamentosa (F-actina).

I1.2.1.1 Obtengao de “pd de acetona™

Todo o isolamento foi realizado a 4 °C (salvo indicacio em contrario), tendo-se
refrigerado previamente todas as solugdes e materiais utilizados. O animal foi sacrificado através
do corte da artéria jugular, esfolado e colocado numa tina com gelo. Apods ter-se extraido as
partes de tecido conjuntivo que envolvem os tecidos musculares, retiraram-se os musculos
dorsais e os musculos brancos das pernas. Trituraram-se os musculos e extraiu-se em trés
volumes de uma solu¢ao tampao constituida por 0,1 M KCI, 0,15 M K,HPO,, pH 6,5, com
agitacao suave durante 10 minutos. Centrifugou-se a suspensao a 4 000 x g durante 10 minutos e
desprezou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento em seis volumes de uma solucao de
0,05 M NaHCO;, pH 8,2 durante 10 minutos. Verificou-se se o valor de pH se encontrava
compreendido entre 8,2 e 8,5, acertando-se, caso necessario, com 1 M Na,COs;. Centrifugou-se a
4 000 x g durante 10 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em trés volumes de uma solucao de
1 mM EDTA (etilenodiaminotetracetato), pH 7,0 durante 10 minutos e centrifugou-se,
novamente, a 4 000 x g durante 10 minutos, tendo-se desprezado o sobrenadante. O sedimento
foi ressuspenso duas vezes consecutivas em seis volumes de agua destilada, durante 5 minutos,
tendo-se efectuado as duas centrifugacoes a 4 000 x g durante 10 minutos. Apos estas lavagens,
efectuam-se 5 ressuspensdes consecutivas em trés volumes de uma solu¢do de acetona, agitando
suavemente durante 10 minutos, a temperatura ambiente. O residuo de musculo assim obtido, é

deixado a evaporar durante a noite. O “p6 de acetona” é armazenado a uma temperatura de -20

°C.
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I11.2.1.2 Obtengao de G- ¢ F-actina a partir de “pd de acetona”

Apobs obtengdo do “pd de acetona” como indicado anteriormente, efectuou-se o
procedimento experimental que a seguir se descreve, de modo a obter monémeros de actina (G-
actina) e actina na sua forma polimerizada (F-actina).

Por cada grama de “p6 de acetona” adicionaram-se 15 ml de uma solugdo tampio
constituida por 2 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM Na,ATP, 0,5 mM B-
mercaptoetanol, 0,005 % (m/v) NaNj (solugio A), sendo a extraccio efectuada com agitacio
suave durante 30 minutos (sempre a 4 °C). Separou-se o extracto do “p6 de acetona” hidratado
filtrando a suspensao com gaze esterilizada, tendo o cuidado de nao espremer o residuo. Voltou a
extrair-se em igual volume da solugdao tampao acima mencionada, durante 30 minutos, adicionou-
se a0 extracto obtido anteriormente e centrifugou-se o extrato total a 16 000 x g durante 30
minutos, a 4 °C. Decantou-se o sobrenadante e, com agitagao continua e de forma lenta,
adicionou-se KCl solido até uma concentragao final de 50 mM, MgCl, até 2 mM e Na,ATP até 1
mM, de modo a promover-se a polimerizagio dos monémeros de actina. Deixou-se polimerizar
durante 2 horas a temperatura ambiente, observando-se a presen¢a de pequenas bolhas de ar,
indicativo de um aumento de viscosidade da solucdo. Arrefeceu-se em gelo durante 15 minutos e
adicionou-se KCl sélido até uma concentragao final de 0,6 M com agitacao continua durante 30
minutos, apds os quais se centrifugou a 110 000 x g durante 1 hora, a 4 °C; desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento transparente e gelatinoso num homogeneizador
com 3 volumes de solu¢io A por cada grama de “p6 de acetona” inicialmente extraido. Esta
suspensao foi dialisada durante 12 horas contra 1 litro de solu¢ao tampao A a uma temperatura
de 4 °C, com rotagao continua e mudanca de solucao 2 a 3 vezes. A actina dialisada ¢
centrifugada a 110 000 x g durante 1 hora, a 4 °C. Decantou-se a solu¢io de G-actina
(sobrenadante) e desprezou-se o sedimento. A concentragao de proteina na forma de G-actina ¢é
obtida por medicao do valor de absorvéncia a um comprimento de onda de 290 nm (¢ = 0,62 ml
mg' cm” ou 26 000 M cm™) (Pardee & Spudich, 1982), considerando-se uma massa molecular
de 42 kDa. A polimerizacio da G-actina (estavel durante cerca de uma semana a 4 °C) foi
conseguida por adi¢do de KCl sélido até uma concentracao final de 50 mM, MgCl, até 1 mM e
Na,ATP até 1 mM. A F-actina é armazenada com 0,02 % (m/v) NaNj;, a 4 °C, podendo ser

utilizada durante aproximadamente um meés desde a sua preparacao.
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I1.2.2 Isolamento e purificagdo de miosina de musculo esquelético de coelho

O isolamento de miosina de musculo esquelético de coelho foi efectuado de acordo com
o método previamente descrito por Margossian & Lowey (1982), tendo-se introduzido algumas
alteracoes de acordo com as experiéncias a realizar.

Apbs a obtencao do musculo tal como anteriormente descrito para a actina, este fol
pesado, triturado e extraido com 3 volumes de uma solugio de extrac¢ao de elevada forca i6nica
(0,6 M KCl, 0,012 M K,CO,/0,04 M KHCO;, 10 mM B-mercaptoetanol (pH 6,5), durante 15
minutos. Centrifugou-se a suspensao de musculo a 2 000 x g durante 20 minutos, a 4 °C, e filtrou-
se o sobrenadante em la de vidro, de modo a remover agregados lipidicos que se encontrem em
suspensiao. Diluiu-se esta solugdo em 14 volumes de agua destilada, de modo a baixar a forca
i6nica para 0,04 M. Certificou-se que o valor de pH se encontrava compreendido entre 6 ¢ 7 ¢
adicionou-se 10 mM B-mercaptoetanol. Deixou-se precipitar durante cerca de 4 horas, a 4 °C, ¢
removeu-se o sobrenadante. Apos centrifugagao do precipitado a 2 000 x g durante 15 minutos,
desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento na solug¢ao de extrac¢ao. De
seguida, adicionou-se 100 mM Tris-HCI (pH 7,0), 2 M KCl até a for¢a idnica ser igual a 0,6 M;
homogeneizou-se, deixou-se repousar durante cerca de 2 horas e voltou a homogeneizar-se. De
seguida, ultracentrifugou-se a suspensao a 110 000 x g, durante 1 hora, de modo a remover
agregados de actomiosina e proteina desnaturada. Apos filtragado do sobrenadante em 1a de vidro,
quantificou-se a solu¢ao de miosina resultante pelo método de Bradford (1976), usando-se
albumina de soro bovino como padrio e uma massa molecular de 500 kDa. A solu¢ao de miosina
pode ser armazenada a -20 °C, em 50 % (v/v) glicerol e 2,5 uM PMSF (do inglés,

phenylmethylsulfony! fluoride; fluoreto de fenilmetilsulfonilo) por um perfodo superior a 1 ano.

I11.2.2.1 Preparagdo de subfragmento-1 de miosina por digestio quimotriptica

A miosina, preferencialmente acabada de isolar e na auséncia de glicerol, ¢ dialisada
contra 1 litro de uma solugiao tampao contendo 25 mM Tris-HCI (pH 7,0), 0,12 M KCI, 1 mM
EDTA. A inclusao de EDTA ¢ essencial, uma vez que a substitui¢do de EDTA por MgCl, resulta
na produgido de meromiosina pesada (HMM) em vez de subfragmento-1 (S1). A suspensao de
miosina ¢, entdo, equilibrada a temperatura ambiente e digerida por adi¢io de a-quimotripsina
(0,3 mg ml' o-quimotripsina por 20 mg ml' miosina) durante 45 minutos, a temperatura
ambiente, tendo-se o cuidado de agitar a solugao de miosina enquanto se adiciona o enzima, de
forma a evitar que ocorra precipitagao local e desnaturagio da proteina pela solugdo acida. A

digestao ¢ interrompida pela adi¢ao de 0,2 mM PMSF, em 70 % (v/v) etanol. De seguida,
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separaram-se os produtos insoluveis resultantes da digestao do S1, ultracentrifugando a 110 000 x
g durante 1 hora, a 4 °C, desprezando-se o sedimento. A concentracio de proteina no
sobrenadante, maioritariamente S1, foi determinada espectrofotometricamente a um

"0 = 7,5 cm™), usando uma massa molecular de 115 kDa. O

comprimento de onda de 280 nm (g
subfragmento-1 de miosina foi armazenado em 10 % (m/v) sacarose e 2 mM B-mercaptoetanol,

a -80 °C, apos rapida congelagdao em azoto liquido.

I1.2.3 Caracterizagdo das proteinas isoladas: analise qualitativa e estado de pureza

O grau de pureza das preparagdes proteicas ¢ a analise dos componentes do material
isolado foram determinados por electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢oes
desnaturantes (SDS-PAGE, do inglés sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electroforesis).

As electroforeses foram realizadas de acordo com o previamente descrito (Laemmli,
1970), num gel de poliacrilamida a 12,5 % (v/v) em 2,5 M Tris-HCI, pH 8,8, contendo 0,1 %
SDS (m/v) (gel de resolugido). O gel de concentragao possuia uma concentragiao de poliacrilamida
de 5% (m/v) em 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8. A polimerizacio de ambos foi iniciada pela adi¢ao de
PSA (persulfato de amoénia) e catalisada pela presenca de TEMED (do inglés, N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine) (Blackshear, 1984). A solugdo de desnaturagdo das proteinas contém 125
mM Tris-HCl, 4 % SDS (m/v), 5 % B-mercaptoetanol (v/v) e 0,02 % (m/v) azul bromofenol.
Usaram-se padroes de proteinas de alto e baixo peso molecular, contendo Aprotinina (6,6 kDa),
a-Lactalbumina (14,2 kDa), Inibidor da Tripsina (20 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), Anidrase
carbonica (29 kDa), Desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato (36 kDa), Ovalbumina (45 kDa),
Desidrogenase de glutamato (55 kDa), Albumina (66 kDa), Fosforilase B (97 kDa), B-
Galactosidase (116 kDa) e Miosina (205 kDa) (Sigma). As amostras proteicas foram fervidas
durante 5 minutos. Decorrida a electroforese (aplicando uma diferenca de potencial de 120 V),
coraram-se os géis com uma solugdo corante, constituida por 0,1 % (v/v) azul de Coomassie, 45
% (v/v) metanol, 10 % (v/v) acido acético glacial, durante aproximadamente 30 minutos, tendo-
se descorado numa solugdo de metanol:acido acético: H,O numa propor¢ao de 1:1:8, renovando

esta solucdo até que as bandas se encontrassem bem definidas.

I1.2.4 Analise das actividades enzimaticas de miosina e S1

Os métodos de isolamento e purificagio de miosina e S1 acima descritos devem ser

utilizados apenas se as suas propriedades enzimaticas e estruturais se encontrarem preservadas. A
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actividade fisiolégica (Mg**-ATPase de miosina estimulada por actina) assim como as actividades
nio fisiolégicas dependentes de Ca®" e de K'/EDTA sio bons indicadores da qualidade destas
preparagoes proteicas (Sekine & Kielley, 1964; Yamaguchi & Sekine, 1966; Margossian & Lowey,
1982; Sellers, 1999). Além disso, a F-actina presente nas células musculares tem como funcio
estimular a actividade fisiol6gica da miosina.

Por conseguinte, foram determinadas as actividades enzimaticas Ca’’- ¢ K'/EDTA-
ATPasicas (ndo fisiologicas) e Mg*"-ATPasica estimulada por F-actina (fisiolégica) da miosina e
do seu fragmento S1, de modo a poder avaliar-se acerca da qualidade das preparagdes proteicas

obtidas.

I1.2.4.1 Actividades Ca**- ¢ K/ EDTA-ATPésicas de subfragmento-1 de miosina: método
de Fiske-Subarow modificado

De modo a determinar as actividades Ca*'- e K'/EDTA-ATPasicas do S1 de miosina
utilizou-se o método de Fiske-Subarow modificado, de acordo com o descrito por Taussky e
Shorr (1953). Este consiste na reac¢ao do fosfato inorganico (P;) com o molibdato de amoénio,
em solugdo acida, formando-se o acido fosfomolibdico. Na presenca de um agente redutor, o
molibdénio reduz-se a molibdato, o qual forma um complexo de cor azulada que absorve a um
comprimento de onda de 660 nm, permitindo, assim, a sua detecgao espectrofotométrica.

As actividades nao fisiologicas dependentes de calcio e de magnésio foram determinadas
num meio contendo 125 mM Tris-HCI, pH 7,9, 0,575 M KCl, tendo-se suplementado o meio
com 2,5 mM CaCl, ou 0,6 M KCl ¢ 1 mM EDTA, caso se tratasse da Ca**-ATPase ou
K'/EDTA-ATPase, respectivamente. Em ambos os ensaios utilizou-se uma concentracio de S1
de 0,1 mg ml". As reaccdes de hidrolise foram iniciadas pela adicio de 2,5 mM ATP ao meio
reaccional, uma vez que este é o substrato da reaccao. A intervalos de tempo constantes fizeram-
se reagir aliquotas do meio reaccional com 10 % TCA (m/v) (do inglés, #richloroacetic acid, acido
tricloroacético), com uma estequiometria de 1:1 (v/v). A proteina assim desnaturada foi
sedimentada por centrifugacio a 1 500 x g durante 10 minutos, tendo-se retirado 0,2 ml de
sobrenadante para um tubo de Eppendorf, os quais se fizeram reagir com 0,2 ml de uma soluc¢ao
contendo 2,5 M H,SO,, 2,5 % (v/v) molibdato de aménio e 20 ul de agente redutor (5 mg acido
1-amino-2-naftol-4-sulfénico, 30 mg bissulfito de s6édio e 30 mg sulfito de sédio em 2,6 ml H,O).
Deixou-se reagir durante 10 minutos e mediram-se os valores de absorvéncia a um comprimento
de onda de 660 nm. Por intrapolagdo a partir da recta padrio (usando uma solucio de KH,PO,

como padrio e uma quantidade de P, compreendida entre 25 e 500 nmoles nos ensaios),
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determinou-se a quantidade de P, libertado em cada ensaio, e a partir desta as actividades Ca*"- e

K'/EDTA-ATPésicas em nmol P;min’ mg"' Sl es".

11.2.4.2 Actividade Mg**-ATPdsica de subfragmento-1 de miosina estimulada por F-

actina: método de engimas acoplados

A actividade Mg®*-ATPasica de S1 de miosina, estimulada ou nio pela F-actina, foi
determinada usando um sistema de enzimas acopladas baseado na conversio de NADH a
NAD", uma vez que ambas as formas reduzida e oxidada deste nucle6tido absorvem a um
comprimento de onda de 260 nm, mas apenas a forma reduzida absorve a um comprimento de

onda de 340 nm, o que torna possivel a sua monitorizagao espectrofotométrica.

= N\

PK ATP + S1
/—-—\ >
PEP Piruvato Lactato

NADH u p NAD*

LDH

Pi + ADP

Figura II.1 — Representacio esquematica do método de enzimas acoplados utilizado para determinar a
actividade Mg?"-ATPasica do subfragmento-1 de miosina (S1). Adpatado de Bagshaw, 1982.

O enzima cinase do piruvato (PK, do inglés pyruvate kinase) catalisa a reac¢ao de formagao
de piruvato a partir do fosfoenolpiruvato (PEP, do inglés phosphoenolpyruvate), na presenca de
ADP, libertando-se concomitantemente ATP. O piruvato, por accao do enzima desidrogenase do
lactato (LDH, do inglés lactate debydrogenase), é convertido em lactato, ocorrendo simultaneamente
a oxidacio do NADH a NAD". Quando o S1 de miosina se encontra no meio reaccional, o ATP
formado ¢ hidrolisado, formando-se novamente ADP (e P), o que permite a forma¢io de um
ciclo (Fig. I1.1). Se os enzimas se encontrarem em excesso, a velocidade de conversao de NADH,
monitorizada pela varia¢do da absorvéncia a um comprimento de onda de 340 nm, ¢ limitada pela
produciao de ADP e P; pelo S1. Como o ATP ¢ regenerado em cada ciclo, a sua concentracao
inicial mantém-se constante (Bagshaw, 1982; Cuenda ef a/., 1990).

Os ensaios foram realizados num meio contendo 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCl,,

2, 5 mM MeCl,, 0,42 mM PEP, 0,375 mM NADH, 18 IU LDH, 18 U PK e 0,05 mg ml" S1,
M
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sendo a reaccdo iniciada pela adi¢do de 2 mM ATP ao meio reaccional. A actividade fisiolégica
dependente de magnésio, em nmol P, min' mg"' S1 e em s”, foi obtida através do declive apds
subtraccao da linha de base correspondente a auto-oxidacio do NADH, sabendo que o
coeficiente de extingio molar do NADH a um comprimento de onda de 340 nm ¢ de 6,2 mM'
cm’. Para a medicio da Mg*-ATPase do S1 de miosina estimulada por actina, adicionou-se
posteriormente 2 uM F-actina, sendo a actividade novamente obtida por subtrac¢io da linha de

base.
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I1.3 Resultados e discussao

I1.3.1 Caracterizagao das proteinas isoladas
I1.3.1.1 Andlise qualitativa ¢ estado de purega

A constitui¢ao e o grau de pureza do material isolado foram analisados por electroforese
em gel de poliacrilamida em condi¢gbes desnaturantes (SDS-PAGE) de amostras recolhidas
durante todo o processo de obtencdo das proteinas actina, miosina e S1.

Na Figura I1.2 encontra-se o gel obtido por SDS-PAGE das amostras recolhidas ao longo
do processo de isolamento e purificacio da actina, encontrando-se a G-actina no pogo j. Da
observacio directa do gel pode concluir-se que foram sendo sucessivamente eliminadas de forma
eficaz outras proteinas, visiveis nos pogos c a i, como a miosina, o-actinina (95 kDa), troponinas

C (18 kDa), I (21 kDa) e T (31 kDa) ou tropomiosina (33 kDa).

MM (kDa)
205

116
97
84
66

55

45 G-actina

36

29
24

20 g
14,2 =

66

Figura II.2 — Electroforese em gel de poliacrilamida (12 % acrilamida) em condi¢ées desnaturantes (SDS)
de amostras recolhidas durante o processo de purificacdo de actina de musculo esquelético de coelho.
Pocos a) e b): 10 ul dos marcadores de elevada (36-205 kDa) e baixa (6,6-66 kDa) massa molecular
(Sigma). Os pogos c) a g) contém fraccoes (20 pg) recolhidas ao longo da prepragido do “pd de acetona”.
Nos pocos h) a j) foram aplicadas amostras (20 ug) recolhidas durante o processo de obten¢io da actina a
partir do “pé de acetona”. Aplicou-se uma voltagem de 120 V e a electroforese decorreu durante 2 horas e
30 minutos.
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No que ao isolamento e purificagao da miosina e do seu subfragmento-1 diz respeito, nos
pocos b, d e f da Figura IL1.3, pode observar-se uma banda de grande intensidade com cerca de
200 kDa, correspondente as cadeias pesadas da miosina. Nos pogos b a f sio, também, visiveis
componentes que nao foram isolados, como fosforilases (~97 kDa), cinases (~80 kDa), actina (~

40 kDa) e proteinas associadas ao filamento de actina, tais como troponinas e tropomisina.

MM (kDa)

S1

v

Figura I1.3 — Electroforese em gel de poliactilamida (12 % (v/v) actilamida) em condi¢des desnaturantes
(SDS) de amostras recolhidas durante o processo de purificacao de miosina e subfragmento-1 de miosina
(S1) de musculo esquelético de coelho. Pocos a) e h): 10 pl dos marcadores de elevada (36-205 kDa) e
baixa (6,6-66 kDa) massa molecular (Sigma). Os pocos b) a d) contém fraccSes (20 pg) recolhidas ao
longo da preparacdo da miosina. Nos pocos e) a g) foram aplicadas amostras (20 pg) recolhidas durante o
processo de obtencdo do S1 por digestdo quimotriptica da miosina. Aplicou-se uma voltagem de 120 V e a
electroforese decorreu durante 2 horas e 30 minutos. LC1, LC2 e LC3 correspondem, respectivamente, as

cadeias leves essenciais de miosina.

No pogo g ¢é visivel uma banda de maior intensidade, com cerca de 92 kDa,
correspondente ao subfragmento-1 de miosina, tendo esta amostra sido recolhida apds a digestao
quimotriptica da miosina. Observam-se, ainda, duas outras bandas menos intensas identificadas
como sendo as cadeias leves essenciais de miosina, LC1 e LC3 (22,5 e 15,5 kDa,
respectivamente). Neste mesmo pogo, e ao contrario do que sucede nos pogos b, d e e, ndo se
observa a banda tipica das cadeias leves regulatorias, LC2, com uma massa molecular de 18,5
kDa, uma vez que a digestao enzimatica da miosina ocorreu na presenca de EDTA.

E de referir, ainda, que apesar de se encontrarem outras bandas de menor intensidade no
poco g, a percentagem de S1 é bastante superior a das restantes proteinas (> 95 %, determinado

por densitometria). Estas bandas de menor intensidade poderdo dever-se a fragmentos
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proteoliticos de miosina e S1 ou a contaminagdes menores, tais como a proteina-C (135 kDa),
que para serem removidos necessitam de um passo extra de purificacio por cromatografia de

troca i6nica (Margossian & Lowey, 1982).

I11.3.1.2 Andlise da actividade engimitica

Os resultados referentes 2 medicdo das actividades ATP4sicas dependentes de Ca®* e K
de miosina e de S1, determinadas pelo método de Fiske-Subarow modificado, encontram-se

descritos na Tabela II.1.

Tabela II.1 — Valores das actividades nio-fisiolégicas de miosina e subfragmento-1 de miosina (S1)
determinadas pelo método de Fiske-Subarow modificado, de acordo com o descrito na sec¢ao 11.2.4.1. Os

resultados apresentados sao a média de trés ensaios experimentais.

. - PP Actividade -
Proteina Actividade ATPasica nao-fisioldgica L. . Actividade (s™)
(nmol Pi min™" mg™ proteina)
. (a’**-ATPase 564,8 +28,4 38+0,2
Miosina

K*/EDTA-ATPase 2113,0 £ 455,8 141431

61 (a’*-ATPase 1333,3+104,9 26+0,2

K*/EDTA-ATPase 3446,7 + 857,0 6,6+16

De acordo com o previamente descrito por Margossian & Lowey (1982), uma preparacio
adequada de miosina deve resultar numa actividade ATPéasica dependente de Ca® e de
K'/EDTA de 42 ¢ 203 s, respectivamente. Estes valores estdo em concordancia com os
obtidos no presente estudo (3,8 e 14,1 s, respectivamente; Tab. I1.1), considerando o erro
experimental associado. Pode, assim, concluir-se que as prepara¢oes de miosina apresentam uma
qualidade adequada a sua subsequente utilizagao.

Por seu turno, encontra-se descrito que nas preparagoes de S1 a actividade ATPasica
dependente de potassio ¢, em média, cerca de trés vezes superior a dependente de cilcio, o que
reflecte, também, a qualidade destas preparagoes (Sellers, 1999) e esta de acordo com o obtido,
uma vez que a actividade nio-fisiolégica dependente de K* é cerca de 2,5 vezes supetior a de
Ca™ (2,6 e 6,6 s, respectivamente; Tab. II.1). No entanto, as actividades Ca”"- K'/EDTA-
ATPi4sicas de S1 devem, também, apresentar valores iguais a 2,4 e 11,2 s (Margossian & Lowey,
1982). As diferencas obtidas podem resultar da introducao de pequenas diferencas nas condi¢des
da reacgdo enzimatica, uma vez que as actividades ATPasicas variam consoante a temperatura,

pH e forca i6nica do meio em que ocorrem.
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Além disso, as actividades nao-fisiologicas reflectem o estado de oxidagao dos residuos de
cisteina nas posi¢oes 707 (SH1) e 697 (SH2), o que permite concluir que estes se encontram no
seu estado reduzido, tanto nas preparagoes de miosina como nas de S1 (Sekine & Kielley, 1964,
Yamaguchi & Sekine, 1966). De facto, se tal ndo se verificasse, observar-se-ia um aumento na
actividade Ca’*-ATPasica e uma diminuicdo na actividade K'/EDTA-ATP4sica, caso o grupo
SH1 estivesse oxidado, ou a perda completa destas actividades, caso fosse o grupo SH2 a sofrer
oxidag¢ao (Reisler, 1980; Margossian & Lowey, 1982).

Apesar das actividades dependentes de calcio e de potassio acima mencionadas serem
indicadores uteis da qualidade de preparagio da miosina e do S1, apenas a actividade Mg**-
ATPasica estimulada por F-actina tem significado fisiolégico.

Através do método de enzimas acoplados (ver sec¢ao 11.2.4.2) determinou-se a actividade

Mg**-ATP4sica de S1, na auséncia e na presenca de F-actina.

Tabela IL.2 — Valores da actividade fisioldgica de subfragmento-1 de miosina (S1), na auséncia e na
presenca de F-actina, determinada pelo método de enzimas acoplados, de acordo com o descrito na

seccdo 11.2.4.2. Os resultados apresentados sao a média de trés ensaios experimentais.

Actividade Mg**- ATPasica de S1 Actividade (nmol Pi min" mg™ S1) Actividade (s™)
Nao estimulada por F-actina 66,89 + 6,69 0,11+0,01
Estimulada por 2 pM F-actina 1097,26 + 267,6 1,64+0,4

De acordo com os valores apresentados na Tabela I1.2, a actina possui um efeito
acentuado na actividade basal da actividade Mg*-ATPase do subfragmento-1 de miosina (0,11 +
0,01 s™), estimulando-a cerca de 16 vezes para a concentracio de F-actina utilizada (2 uM), o que
esta de acordo com estudos anteriores (Tiago e al., 2002). No entanto, encontra-se descrito que a
actividade fisiologica de S1 estimulada por F-actina é aumentada entre 50 e 100 vezes (Sellers,
1999). Esta discrepancia pode ser explicada considerando que nao se usaram concentragoes de
actina que permitissem atingir o valor da velocidade maxima para esta reac¢ao enzimatica.

Além disso, verificam-se grandes variacGes nos parametros cinéticos, determinados para
outras espécies e isoformas musculares (Tabela I1.3), o que pode ser explicado nio s6 pela
variabilidade entre espécies mas também pela introduc¢ao de variagdes nas condigoes em que estes
estudos foram realizados, uma vez que a forga idnica, o valor de pH e a temperatura influenciam

a velocidade de hidrolise de ATP pela miosina (Margossian & Lowey, 1982).

46



Capitulo I1. Purificacao e caracterizacao de actina e miosina

Tabela II.3 — Parametros cinéticos do subfragmento-1 de miosina de diferentes espécies e isoformas

musculares. Adaptado de Sellers, 1999.

Forcaidnica, Referéncia
Espécie/Isoforma Viax (") | Ku (M)

temperatura bibliografica
Oryctolagus cuniculus / Esquelético 29 18 30 uM, 25 °C Wagner, 1981
Gallus gallus domesticus / Esquelético 30 32 25uM, 25°C Martson & Taylor, 1980
Oryctolagus cuniculus / Cardiaco 3,6 a 30 uM, 25 oC Wagner, 1981
Gallus gallus domesticus / Cardiaco 4,2 58 25uM, 25 °C Martson & Taylor, 1980
Homo sapiens sapiens / Nao muscular 1A 0,7 17 12 uM, 25 °C Sellers et al., 1988
Lethocerus 2 180 120 uM, 20 °C White et al., 1986
Dycytostelium 0,78 8,2 30 uM, 7C Peltzetal., 1981
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Capitulo Il Caracterizagdo do sistema actina-vanadio

O presente capitulo tem por objectivo caracterizar as solucoes de vanadato, em diferentes condigoes
experimentais, e determinar a natureza da interacgdo entre a actina e as espécies oligomeéricas de 1(1),
particularmente o decavanadato, bem como as de vanddio(IV'). Nesse sentido, analisa-se o efeito da concentracao
na composigao das solugoes de vanadato ¢ a estabilidade das solugoes de decavanadato apds diluicao no meio
reaccional nsando as espectroscopias de ' V-RMN e de UV -vis. De seguida, € feito um estudo sobre a interacgio
do vanadato e do vanadilo com a actina, por RMIN e RPE, respectivamente, em diferentes condiges

excperimentars.

ITI1.1 Introdugao

I1I.1.1 Quimica das solugées aquosas de vanadio

A quimica complexa do vanadio, em solu¢do aquosa, tem contribuido para que a sua
funcao nos sistemas biologicos se encontre, em muitos casos, ainda por esclarecer. Podem
considerar-se trés os factores que contribuem para a complexidade do comportamento quimico
que este elemento apresenta em solucdo: (i) multiplos estados de oxidacao; (if) susceptibilidade a
hidrolise; (iii) capacidade de polimerizagao (Chasteen, 1983).

Dos quatro estados de oxidacao mais comuns, apenas o V(II) nido foi encontrado em
qualquer organismo vivo, nos quais o vanadio se encontra, maioritariamente, nos estados de
oxidacao V(IV) e V(V); o estado V(III) raramente ocorre.

Em solugao aquosa, a espécie paramagnética V(IV) encontra-se bem caracterizada numa
larga escala de valores de pH. A valores de pH inferiores a 3 o ido vanadilo, VO, é a espécie
maloritaria, encontrando-se coordenado com cinco moléculas de agua numa estrutura
bipiramidal tetragonal ([VO(H,O)s]*") (Crans e al, 2004). Para valores de pH compreendidos
entre 3 e 5, na auséncia de agentes complexantes, o vanadilo sofre hidrélise, de acordo com os
equilibrios abaixo representados (eqs. III.1 e IIL.2). A equagdo III.1 mostra a especiacio
relativamente simples existente para concentra¢des de V(IV) da ordem de 10°-10” M), enquanto
na equagao II1.2 se encontra a especiagdo para concentragoes de V(IV) na escala dos milimolar

(10°M) (Crans ez al., 2004):

-H* + -H* - ﬂ -
T [VO(H20)4(0OH)] T [(VO)2(OH)s] T [VO(OH)3]

“ (I1L.1)

1 {[VOOH) 2"

[VO(H0)s**
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. ) e Ay
[VO(H;0)sP?* = VO(H-0)(OH)I" <= (VO(OH)ly = 3[(VO)(OH)s] Z— [VO(OH)F

“ o ‘? M Hv (I1L.2)

S{IVO(OH)¥* FL(VO)(OH) > J[(VO)(OH)GI*

Como se pode verificar pelos equilibrios acima e pela Figura I11.1, 2 medida que se forma
a espécie [VO(H,0),(OH)]", ocorre a formagio de um dimero, [{VO(OH),},*", o qual nio
apresenta sinal de RPE. O aumento do pH para valores acima de 5 resulta numa diminui¢ao
significativa da intensidade do sinal de RPE, devido a formcio da espécie {VO(OH),},,
insolivel. Se se continuar a aumentar o valor de pH da solugao, esta ultima espécie dissolve-se,
formando-se [(VO),(OH):] e, subsequentemente, [VO(OH),]. Apenas esta ultima espécie se
encontra bem caracterizada por espectroscopias de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel e de

ressonancia paramagnética electronica (Ianuzzi & Rieger, 1975).

0

[(VO),(OH)sI

-2

log(C)

[VO(OH)sJ

-10- [VO(OH)I*

-12 T T 1 T T T

Figura III.1 — Diagrama das espécies de V(IV) predominantes em solu¢io aquosa, representado como o
logaritmo da concentracdo molar total de vanadio(IV) em funcio do valor de pH. As linhas sélidas
representam a condi¢io na qual as concentra¢des de duas espécies solaveis ¢ idéntica. Adaptado de Crans,
2004.

Apesar das solu¢oes acidicas de vanadilo serem estaveis, em contacto com o oxigénio

atmosférico e para pH neutro ou alcalino ocorre oxidagao a V(V) (Kustin & Macara, 1982), a
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qual ¢ retardada quando este se encontra complexado. De facto, a pH fisiolégico e na auséncia de
agentes complexantes em solu¢do, nao se observa qualquer sinal de EPR (Francavilla &
Chasteen, 1975; Chasteen, 1983). A presenca de solugdes tampao e a formacao de complexos
entre os seus componentes ¢ o V(IV) tém sido amplamente usadas com sucesso na investigacao
da complexacao de V(IV) com proteinas a pH neutro (Chasteen, 1983; Chasteen e# al., 1980;
Chasteen, 1995; Butler, 1998; Crans ez al., 2004).

O vanadio pentavalente V(V) ¢é a forma redox mais estavel na presenca de oxigénio. No
entanto, a sua quimica em solugao aquosa ¢ ainda mais complexa do que a do V(IV). De facto, a
abundancia relativa das espécies de oxovanadio(V) em solugio aquosa depende da sua
concentragao, pH, forca idnica e temperatura (Heath e Howarth, 1981; Pope, 1983; Rehder,
1991). Abaixo de pH 2 predomina o catido pervanadilo, VO,". Para valores de pH préximos de
7, o vanadato monomérico (V,) existe, essencialmente, como um aniao monovalente (H,VO,),
variando o seu estado de protonacao de acordo com o valor de pH da solugéo, de acordo com as

equagdes II1.3-I11.5 (Cruywagen e# al., 1996; Crans e/ al., 2004):

H,VO, + H,0 < H,VO, + H,0", pKa = 3,5 (I11.3)
H,VO, + H,0 < HVO,* + H,0", pKa = 7,8 (I11.4)
HVO,” + OH < VO,” + H,0, pKa = 12,5 (I11.5)

Para valores de pH préximos do fisiolégico (pH ~7,4), as espécies H,VO, ¢ HVO,”
oligomerizam, formando as espécies dimérica, V, (H;V,0,), tetramérica ciclica, V, (V,O,,") e

pentamérica ciclica, V5 (VsO,5”) de vanadato (Pettersson ez al., 1983 e 1985) (Figura I11.2).

0] @) ?
1 1
(0] 0 4 -
.0—/~o0- 0—)>o. -0~ ~on 0-V-0 \I}:l
-0 HO HO 1 1
(0] 0]
Vi
0 0 . vz
Oxl/o\ .0 \/O O\ o)
/V \ O-v |-—V
' 5
O\V V/O Va O\ 7
O/ \O/l\o O/Y\O/Y\O
(0] 0

Figura III.2 — Estruturas esquematicas das espécies monomérica, Vi (H3VOs4, HVO4Z, HoVOy);
dimérica, Vo (H3V207) tetramérica ciclica, V4 (V4O12*) e pentamérica ciclica, Vs (V5015>) de vanadio(V).

O termo “metavanadato” ¢ usado para descrever a mistura incolor de oxovanadatos em
solucao aquosa, com a férmula empirica VO5, designados por metavanadatos (Pope, 1983). Para
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além dos metavanadatos, outros oxovanadatos podem ser formados, alguns dos quais estio
limitados a concentragdes e condi¢oes de pH muito especificas. Alguns derivados que se formam
em concentracdes muito baixas incluem o trimero (V;) e o tetramero lineares, observados a
valores de pH ligeiramente alcalinos, ou o hexamero (V), observado para concentra¢oes mais
elevadas de vanadato (Howarth, 1990). A acidificagdo de uma solugdao de metavanadato (2 < pH
> 6) origina o “decavanadato”, solucio esta consituida pelos vanadatos monomérico e
decamérico, V,; (V,Os"), cuja cor pode variar entre o amarelo, o laranja e o vermelho,

consoante a concentragdo da espécie V,, (Fig. 111.3).

Figura II1.3 — Representaciao esquematica da espécie decamérica, Vio (V10O2s%) de vanadio(V).

A valores de pH fisiologico, a velocidade de desoligomerizagao da espécie decamérica de
vanadato ¢ muito lenta, contrariamente ao que se verifica para os metavanadatos labeis, pelo que
a pH superior a 7 permanece intacto durante algum tempo (até 2 dias), apesar de ser

termodinamicamente instavel a pH neutro ou basico (Pope, 1983).

III.1.2 Caracterizagao de solugdes de vanadio por espectroscopia de absorgao na regiao

do ultravioleta-visivel

A espectroscopia de absorcio ¢ um dos métodos mais convenientes e amplamente
utilizado para descrever a estrutura electronica, baseando-se na possibilidade de ocorréncia de
transicoes entre os diferentes niveis de energia de uma molécula, induzidas pela absor¢ao de um
fotao.

A quimica aquosa das solu¢oes de vanadio(V) suscitou bastante controvérsia devido a sua
enorme complexidade, tendo sido consideradas diferentes espécies em solucao, consoante as
técnicas e métodos utilizados nos diferentes estudos. A espectroscopia de absor¢ao na regiao do
ultravioletavisivel (UV-vis) foi uma das primeiras técnicas utilizadas na caracterizagao de solucoes

aquosas de vanadio, contribuindo de forma decisiva na elucidagdao da sua especia¢ao, bem como
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na caracterizacao dos diferentes equilibrios existentes entre as espécies de vanadato (Rossoti &
Rossoti, 1956; Newman & Quinlan, 1959; Borgen e# al., 1977).

Relativamente a espécie decamérica de vanadato, esta foi primeiramente caracterizada por
espectroscopia UV-vis em 1959 (Newman & Quinlan, 1959) e, posteriormente, por Borgen e7 al.
(1977). Uma vez que o vanadio(V) é um ido metilico com uma configuracio electrénica d’, ndo
apresenta transi¢oes na regiao visivel do espectro electromagnético. A cor amarela que se observa
em algumas solu¢des de vanadato, nomeadamente na solucao de decavanadato, deve-se a uma
intensa absor¢do na cauda do ultravioleta (Borgen e7 al., 1977).

Uma vez que ocorre sobreposicdo dos espectros de absor¢io para cada espécie de
vanadato, torna-se dificil desconvoluir a informagao resultante da espectroscopia de UV-vis para
analisar eficientemente a interac¢do entre estas e proteinas (ou qualquer outro componente em
solucao), pelo que se recorre, normalmente, a outras técnicas espectroscopicas, como as

Ressonancias Magnética Nuclear e Paramagnética Electronica.

III.1.3 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear aplicada ao estudo de

solugdes aquosas de vanadio(V)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma ferramenta versatil
para o estudo da estrutura e dinamica moleculares, encontrando-se em _Anexo uma breve
descricao dos fundamentos tedricos desta técnica.

O vanadio foi um dos primeiros nucleos dos metais de transi¢ao a ser estudado de forma
sistematica por RMN, o que reflecte o facto de as suas propriedades nucleares se adaptarem
perfeitamente a esta espectroscopia: o nicleo 'V tem uma abundancia natural bastante elevada
(99,75 %), um spin nuclear I = 7/2 (pertence aos nucleos quadrupolares), com um momento
quadrupolar bastante baixo (Q = -4,8 fm?), o que faz com que as suas ressonancias se apresentam
agucadas e, consequentemente, bastante bem resolvidas, com larguras a meia altura entre 60 e
100 Hz, no caso dos vanadatos tetraédricos ou aproximadamente tetraédricos (Heath e Howarth,
1981; Rehder, 1982; Rehder, 2008). A escala de desvios quimicos abrange cerca de 5 000 ppm, o
que reflecte a sensibilidade no nicleo 'V ao seu ambiente de coordenacio: pequenas variagdes
deste conseguem ser detectadas através de variagoes distintas dos desvios quimicos (Rehder,
2008).

A espectroscopia de *'V-RMN tem sido amplamente usada para caracterizar as espécies
de vanadato em solu¢do, no que concerne as suas concentragoes e equilibrios quimicos, em
diferentes condi¢des (Lindquist et al., 1973; O’Donnell & Pope, 1976; Heath e Howarth, 1981;
Rehder, 1982; Crans et al, 1990; Crans, 1994; Crans & Shin, 1994; Crans ef 4/, 1995; Rehder,
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2008), bem como para analisar a interac¢do do vanadio com proteinas, uma vez que a ligacdo
entre ambos conduz a um alargamento do sinal devido a um aumento do tempo de correlacio
rotacional e/ou a reducido na simetria do campo eléctrico devido a um atomo dador da proteina
na esfera de coordenacdo do vanadio (Crans ez a/, 1990). Alguns destes estudos encontram-se

sumatizados na Tabela III.1.

Tabela III.I — Estudos por 5'V-RMN da interac¢do de vanadatos com proteinas.

Proteina Sinais de RMN mais afectados Referéncia bibliografica
. i Vige Vy Csermely et al., 1985
(Ca**-ATPase de Reticulo Sarcoplasmatico ] ]
Vio, Vae Vs Aureliano & Madeira, 1994
Ribonuclease Vi Borah et al., 1985
) Stakiewicz et al., 1987
Fosfogliceratomutase V; ]
Liuetal., 1992
) Butler & Eckert, 1989
Apo-transferrina Vi
Rehder et al., 2004
V, Grammer & Yount, 1991
Subfragmento-1 de miosina VigeV, Aureliano, 2000
VigeV, Tiago et al., 2002
Desidrogenase de 6-fosfogluconato V,eV, Crans & Shelble, 1990
Dismutase de superdxido V, Wittenkeller et al., 1990
Tubulina Vs Correia et al., 1994
Banda-3 Vi Zhangetal., 1997
Hsp90 Vio Sotietal., 1998

Apesar de se terem efectuado estudos diversos sobre a interac¢do entre o vanadio(V) e
proteinas do sistema contractil, de acordo com o conhecimento actual nio se encontram
descritos quaisquer estudos sobre a ligacdo entre este e a actina, analisada por °*'V-RMN, pelo que
se torna de todo fundamental efectuar esta caracterizacao, de modo a melhor compreender o

sistema em causa, em diferentes condi¢Oes experimentais.
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I11.1.4 Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Electronica aplicada ao estudo de

vanadio(IV)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Electrénica (RPE) ¢ uma técnica poderosa,
capaz de descrever as propriedades e o ambiente de um centro paramagnético através da
caracterizagao desse centro com um campo magnético externo aplicado, uma vez que o seu
comportamento, na presenca deste, depende da sua vizinhanca molecular. Contrariamente ao que
acontece na espectroscopia de RMN, no caso da espectroscopia de RPE a frequéncia ¢ mantida
constante, fazendo-se variar a for¢a do campo magnético aplicado. Em Anexo encontra-se uma
breve descri¢ao dos principios teéricos desta técnica espectroscopica.

No caso do vanadio no estado de oxidagio V(IV), o spin nuclear do °'V é1=7/2 (S =
1/2), pelo que os estados sao separados em 2I + 1 = 8 diferentes estados de energia cada,
separados de A /g, onde A, é a constante de interac¢dao nuclear hiperfina, na auséncia de campo
magnético aplicado. As transicoes de RPE sdo de natureza electrénica, sendo as suas regras de
seleccio dadas por AM, = +1, AM; = 0, pelo que o espectro de RPE de VO apresenta,
caracteristicamente, duas séries de oito bandas equidistantes correspondentes a fraccio de
moléculas com a ligagio V=O alinhada paralelamente ou perpendicularmente ao campo
magnético aplicado (Fig. II1.4). As transicbes paralelas apresentam, geralmente, constantes

hiperfinas superiores as correspondentes a orientagao perpendicular.

gl

a//

SR

A/l
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Figura III.4 — Espectro de EPR de vanadio V(IV) tedrico simulado com recurso ao programa
informatico SimFonia, da Bruker Intruments, Inc..

O i3o vanadilo ¢ caracterizado por quatro ligandos equatoriais e um axial correspondente
a0 grupo oxo na posi¢ao frans, assumindo assim uma configuracao octaédrica. Chasteen (1981)

propos uma relagdo de aditividade, a qual permite correlacionar a constante de acoplamento
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hiperfino, sobretudo A,,, com o numero e o tipo de ligandos presentes no plano equatorial do
130 vanadilo. Esta teoria evoluiu no sentido de nio correlacionar apenas a constante isotropica de
acoplamento hiperfino (A, = [A,,+2A.]/3) com o nimero de oxigénios e nitrogénios no plano
equatorial, mas também no de usar o valor de A, retirado do espectro de RPE, como uma
sonda mais sensivel do ambiente electrénico. De facto, cada ligando contribui de forma
especifica para A/, pelo que a soma das contribui¢cées dos quatro ligandos equatoriais originara o
valor de A, observado. Com base na medi¢ao das constantes de acoplamento A,, em estudos
com complexos modelo, a constante hiperfina para um dado grupo de ligandos equatoriais pode

ser calculado pela equacio I11.13:

Ajete = LA/ 4 (I11.6)

onde 7 corresponde aos diferentes tipos de grupos de ligandos dadores equatoriais e n; (1 < n, >
4) ¢ o numero de ligando do tipo 7 (Chasteen, 1983). Quanto maior a capacidade de doar
electroes um ligando possuir, menor a sua contribui¢ao para o acoplamento hiperfino. Torna-se,
deste modo, possivel, com base num espectro de RPE, predizer quais os ligandos equatoriais e,
com base neles, os locais de ligacio do catido vanadilo quando incorporado em diferentes
estruturas, nomeadamente proteinas. Na tabela II1.2 apresentam-se alguns estudos sobre a
interaccao entre o vanadio(IV) e proteinas, recorrendo a espectroscopia de Ressonancia

Paramagnética Electronica.

Tabela IIL.II — Estudos por RPE da interac¢iao de vanadilo com proteinas.

Proteina Referéncia bibliografica
(arboxipeptidase A DeKoch et al., 1974
Bromoperoxidase de Boer et al., 1988
Carboxilase de piruvato Werneburg & Ash, 1997

Huetal., 1996

F:1-ATPase de cloroplasto
Chenetal., 1999

Ceccato et al., 2000

Transferrina ]
Willsky et al., 2001
Lactoferrina Smith et al., 1995
Desidratase de imidasol-glicerol-fosfato Petersen et al., 1997
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Os ligandos observados em complexos de proteina-vanadilo incluem os grupos imidazol
da histidina, os grupos carboxilato de acido glutamico e aspartico, os grupos fenolato da tirosina,
agua, carbonato e outros anibes, ribonucleétidos e ribonucleésidos (Chasteen, 1983).

De acordo com o conhecimento actual, ndo se encontram publicados quaisquer estudos
sobre a interaccao V(IV)-actina, caracterizada por espectroscopia de RPE, pelo que se torna de

todo relevante a sua analise.
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IT1.2 Materiais e métodos

III1.2.1 Preparagio das solugdes de vanadio

I11.2.1.1 Vanddio(V')

As solugoes de vanadato foram preparadas em agua Mi/iQ a partir de metavanadato de
amoénio (NH,VO;) numa concentracio 50 mM, com agitacio e aquecimento (~ 30 °C). Esta
solugao, com um valor de pH compreendido entre 6 e 7, designa-se por “metavanadato”.
Acidificando a solu¢ao de metavanadato, por adi¢ao de HCl até um valor de pH = 4, observa-se
uma mudanga de cor de amarelo claro para laranja, indicativa da presenca de espécies
decaméricas de vanadato em solugdo. Esta segunda solucdao designa-se por “decavanadato”.
Imediatamente antes da sua utiliza¢do, a solugdo de decavanadato foi ajustada a pH 7,5, por
adicio de NaOH. As solu¢oes foram armazenadas a 4°C e mantidas em gelo aquando da sua

utilizacao.

I111.2.1.2 Vanddio(IV)

A solugao de vanadilo foi preparada em condigées anaerdbias, numa camara de luvas
(MBraun, modelo UnilLab), sendo a concentracao de O, no seu interior sempre inferior a 5 ppm,
por diluicao de sulfato de vanadilo (VOSO,) em H,O MilliQQ saturada com N, gasoso, para uma

concentracao final de 50 mM.

III.2.2 Analise por espectroscopia de absor¢io na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absor¢ao das solugoes de vanadio, a 25 °C, foram obtidos num
espectrofotémetro computorizado Shimadzu (modelo UV-2401 PC), nas seguintes condicoes:
fenda, 1 nm e intervalo espectral, 300 a 500 nm. Usou-se uma célula de quartzo de 1 cm de
percurso 6ptico. Antes da aquisicao do espectro realizou-se uma correc¢ao da linha de base com
os meios reaccionais onde as solu¢oes de vanadio foram diluidas. Os espectros de 2% derivada
foram obtidos a partir dos espectros de absor¢ao usando uma rotina do programa instrumental.

As cinéticas de decomposicao das espécies decaméricas de vanadato foram obtidas num
Diode Array (modelo HP 8452A), a um comprimento de onda de 400 nm, durante 2 horas, e a

diferentes temperaturas, usando uma concentragao de 100 pM decavanadato, apos dilui¢do em
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diferentes meios reaccionais (2 mM Tris-HCI, 0,2 mM CaCl, £ 0,2 mM ATP). Para uma
temperatura de 25 °C, nas mesmas condi¢des experimentais, foram adicionadas diferentes
concentragoes de G- e F-actina, de modo a avaliar qual o efeito que a presenca destas proteinas

provocava na cinética de decomposicao da espécie V.

II1.2.3 Analise por espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'V

Os espectros de RMN do isétopo 'V foram realizados num espectrémetro Bruker
AMX-400 MHz equipado com uma sonda multinuclear inversa de 5 mm (sonda BBI). Em tubos
de RMN de 5 mm de diametro, prepararam-se solu¢oes de 500 ul. de deca- ou metavanadato
com diferentes concentragoes, suplementadas com 10% D,0O e em diferentes condi¢oes
experimentais. As amostras foram irradiadas a uma frequéncia de 1052 MHz. Os espectros
foram adquiridos a temperatura ambiente, com uma largura espectral de 45 000 Hz, um tempo
de aquisicao de 0,086 s, nimero de transientes entre 15 000 e 25 000 e tempo de relaxacao de
0,01 s. Para o processamento dos espectros foram utilizadas transformadas de Fourier, com
alargamento das bandas (LB, do inglés /Jne broadening) de 20 Hz. Os desvios quimicos das
ressonancias de 'V foram obtidos em relagio a espécie tetramérica de vanadato que apresenta
um desvio de -578 ppm relativamente ao VOCI;, independentemente do valor de pH (Heat e
Howarth, 1981).

As areas dos sinais do RMN correspondentes as espécies oligoméricas presentes foram
obtidas por integracdo dos sinais usando o programa informatico TOPSPIN 2.1 (Bruker). As

concentragoes relativas das espécies foram calculadas com recurso a equagao I11.7:

[V = AVY - [VI/ AcnVy), (HL.7)

onde A corresponde a area medida referente a ressonancia da espécie de vanadato V, com
namero de agregaciao n (nimero de atomos de vanadio), A, a soma total das areas medidas e V, é
a concentracao total de vanadio.

De modo a determinar qual o efeito promovido pela actina nas ressonancias de *'V, esta
foi adicionada a mistura reaccional, tendo-se adquirido os espectros nas mesmas condi¢des

anteriormente descritas.
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I11.2.4 Analise por espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica

Os espectros de RPE da espécie paramagnética V(IV), na auséncia e na presenca de
actina, em diferentes situagoes experimentais, foram realizados a 77 K, num espectrémetro
Bruker EMX-300 X-band equipado com um criéstato Oxford (ESR900), nas seguintes
condi¢Oes: frequéncia de micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de micro-onda, 0,63 mW; amplitude
de modulagao, 10 Gauss; ganho do receptor, 2,0 x 10°; scans, 4. Todas as solucbes e amostras
utilizadas foram preparadas em anaerobiose, numa camara de luvas, de modo a evitar a oxidagdo
de V(IV) a V(V). Apds obtencio dos espectros, estes foram tratados através dos programas

informaticos SimFonia e WinEPR.
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IT1.3 Resultados e discussao

IT1.3.1 Caracterizagdo das solugdes de vanadio

II1.3.1.1 Composigio das solugies de vanadato por espectroscopia de °’VV-RMN

Apesar de ser possivel obter exclusivamente uma unica espécie de vanadato numa
solucao de metavanadato concentrada, solucdes de metavanadato com concentracdes da ordem
dos milimolar contém espécies orto- e metaméricas de vanadato. Apenas para concentragoes de
metavanadato da ordem dos micromolar, se encontram presentes exclusivamente as espécies de
ortovanadato, como previamente observado por *'V-RMN (Aureliano & Madeira, 1994 e 1998;
Aureliano & Gandara, 2005). Além disso, a espécie decamérica de vanadato ¢
termodinamicamente instavel a pH neutro e alcalino, convertendo-se nos oxovanadatos labeis,
consoante as condi¢Oes experimentais (Crans ez al., 2004).

De acordo com o anteriormente descrito, a espectroscopia de *'V-RMN de solugdes de
meta- ¢ decavanadato permite monitorizar a especia¢ao de oxovanadatos em sistemas biologicos
e quantificar de forma precisa a quantidade de cada espécie de vanadato no ensaio experimental
(Crans ¢f al., 1990; Aureliano & Madeira, 1998; Aureliano ez al., 2005; Aureliano & Crans, 2009).

A partir da analise dos espectros apresentados na Figura I11.5, obtidos para solugdes de
metavanadato num intervalo de concentragdes compreendido entre 2 e 10 mM, apos diluig¢ao no
meio de reacgao contendo 2 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,, verifica-se a existéncia de
quatro ressonancias, correspondentes as espécies monomérica, V, (-561 ppm), dimérica, V, (-567
ppm), tetramérica, V, (-579 ppm) e pentamérica, V; (-587 ppm) de vanadato. Os valores de
desvio quimico obtidos para as espécies V,, V,, V, e V; permitem concluir que estas se
encontram nos estados diprotonado, monoprotonado e nas suas formas ciclicas, respectivamente
(Heath & Howarth, 1981). As espécies V;, V, e V, encontram-se presentes para concentragoes de
metavanadato inferiores a 4 mM, enquanto a espécie V; s6 ¢ identificavel para concentragoes

superiores.

65



Susana Ramos, 2011

I I I I I I I I I
-420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 ppm

Figura IIL.5 — Espectros de >'V-RMN (105,2 MHz) de diferentes concentra¢cdes de metavanadato (1, 2,
4, 8 ¢ 10 mM em vanadato total) obtidas apds diluicio de uma solugdo concentrada de 50 mM
metavanadato em solucdo-tampao 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaClz. Os sinais de RMN Vi e V2
correspondem, respectivamente, as espécies monomérica (VO4, HVO4> ¢ HoVOy) e dimérica de
vanadato (HV2073- ¢ H2V2072). Os sinais V4 e Vs correspondem as espécies tetramérica (V4O12*) e

pentamérica (VsO1s>) ciclicas de vanadato, respectivamente.

As concentragdes das diferentes espécies que coexistem numa solu¢ao de metavanadato
dependem da concentracido total de vanadio, exibindo diferentes perfis (Fig. II1.6). De facto,
apenas a concentra¢do da espécie V, exibe uma correlagao linear com a concentragio de
vanadato total no intervalo completo de concentragdes utilizado, enquanto as espécies V, e V,
apresentam linearidade apenas para concentracdes de vanadio total compreendidas entre 2 e 10
mM. A espécie V; consegue ser detectada unicamente para concentragdoes de metavanadato
superiores a 4 mM. A analise do grafico permite, ainda, concluir que os oligbmeros de peso
molecular mais elevado sio favorecidos para concentragcdes de vanadato mais altas: verifica-se
um aumento significativo da espécie tetramérica de vanadato para concentragoes de 4 mM
metavanadato (em vanadato total).

Tal como constatado em Aureliano & Madeira (1998) quando a concentragdo de V, é
igual a 800 uM, inicia-se a sua oligomerizagdao para originar as espécies dimérica e tetramérica de
vanadato. Os resultados obtidos mostram claramente o equilibrio entre a espécie V, e as espécies
V, e V,. De facto, o aparecimento de outras espécies oligoméricas encontra-se dependente da

concentragao da espécie monomérica de vanadato. Por dltimo, pode inferir-se que, para
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concentragoes de metavanadato inferiores a 2 mM e intervalos de tempo de cerca de 20 minutos
(que inclui o tempo de preparacao da amostra e o tempo de aquisi¢io do espectro) apos dilui¢ao
da solucdao de metavanadato no meio de reac¢ao a pH fisiolégico, coexistem em solug¢do apenas
as espécies monomérica (0,796 mM), dimérica (0,192 mM) e tetramérica (0,196 mM) de

vanadato.
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Figura III.6 — Distribuicdo das espécies oligoméricas de vanadato, em unidades de concentragao (mM),
em funcdo da concentragdo total de metavanadato (mM). As concentracdes de cada espécie foram obtidas
a partir das dreas dos sinais de 5'V-RMN observados na Figura I11.5, tal como se descreve na seccido
II1.2.3. Vi, V2, V4 e Vs correspondem, respectivamente, as espécies monomérica, dimérica, tetramérica,
pentamérica e decamérica de vanadato.

Contrariamente as solugoes de metavanadato, que contém varias espécies de vanadato em
equilibrio rapido, as solu¢oes de decavanadato (2 - 4 mM) contém apenas as espécies decamérica
e monomérica de vanadato (Fig. I11.7). Os espectros de *'V-RMN de solucdes de decavanadato
apresentam os sinais tipicos da espécie decamérica, Vi, a -515 ppm, V o5 2 -500 ppm e V,,c a
-424 ppm, bem com um sinal atribuido a espécie monomérica a -560 ppm; a ressonancia da
espécie tetramérica ocorre a -575 ppm (O’Donnell & Pope, 1976; Heath & Howarth, 1981). De
acordo com estes valores de desvio quimico, a espécie decamérica encontra-se desprotonada

(V1005"), conforme o esperado para um valor de pH superior a 5,7 (Crans & Amin, 1998).
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Figura III.7 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de diferentes concentra¢ées de decavanadato (1, 2,
4, 8 ¢ 10 mM em vanadato total) obtidas apds diluicio de uma solucdo concentrada de 50 mM
decavanadato em 2 mM Tris-HClI (pH 7.5), 0,2 mM CaClo. Os sinais de RMN Vioa, Vies ¢ Vioc
correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de
vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura I11.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito
na seccao I11.2.3.

Além disso, a concentraciao da espécie V,, aumenta linearmente com a concentragao de
vanadato total, enquanto a concentra¢ao da espécie V, permanece praticamente constante (Fig.
IIL.8). Tal permite concluir que numa solu¢do de decavanadato, apenas 10 % do total de vanadio
se encontra na forma decamérica, enquanto a concentra¢ao da espécie monomérica sera proxima
de 200 uM. Tal como se constata para as solu¢cdes de metavanadato a pH 7,5, quando a espécie
monomérica atinge uma concentracao igual a 200 uM, esta comega a oligomerizar, formando-se
as espécies di- e tetramérica. Devido a baixa razao sinal/ruido sé foi possivel identificar a espécie
tetramérica para concentracoes de decavanadato superiores a 8 mM (em vanadato total). Nao foi
possivel quantificar a espécie dimérica, uma vez que a sua contribuicao ¢ significativamente
menor. Estes resultados indicam claramente que a espécie decamérica se encontra em equilibrio
com a espécie monomeérica, estando o aparecimento de outras espécies oligoméricas dependente
da formagao desta dltima. Deste modo, para concentracdes de decavanadato inferiores a 8 mM e
cerca de 20 minutos (que inclui o tempo de preparagio da amostra e o tempo de aquisi¢ao
espectral) apos a diluicdo da solugio de decavanadato no meio de reaccio a pH fisioldgico,

coexistem em solugdo unicamente as espécies decamérica e monomérica de vanadato.
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Figura III.8 — Distribuicdo das espécies oligoméricas de vanadato, em unidades de concentracao (mM),
em funcao da concentra¢ao total de decavanadato (mM). As concentracSes de cada espécie foram obtidas
a partir das dreas dos sinais de 5'V-RMN observados na Figura 111.7, tal como se descreve na seccido
II1.2.3. Vi, V4 e Vio correspondem, respectivamente, as espécies monomérica, tetramérica e decamérica de

vanadato.

I11.3.1.2 Estabilidade das solugies de decavanadato: andlise por espectroscopia de absor¢ao

na regido do ultravioleta/ visivel

Tendo sido anteriormente descrito que a espécie decamérica de vanadato se decompde
ao longo do tempo, sendo esta desoligomerizacao influenciada pelo pH, forca idnica e
temperatura, bem como pelo tempo apds o qual a solugao ¢ diluida no meio reaccional, torna-se
fundamental determinar qual o comportamento quimico deste oligoaniao nas misturas
reaccionais utilizadas, de forma a estabelecer uma correcta correlacdo com os efeitos induzidos
pelas diferentes espécies de vanadato no sistema biolégico em estudo. A velocidade de hidrolise
da espécie decamérica pode ser facilmente determinada por espectroscopia de absor¢ao na regiao
do ultravioleta/visivel. De facto, a partit dos espectros UV-vis obtidos para diferentes
concentragoes de decavanadato (Fig. II1.9), verifica-se a existéncia de uma banda caracteristica na
regiao do visivel, a qual que ndo se observa para qualquer outra espécie oligomérica de vanadato,

nomeadamente as espécies dimérica e tetramérica presentes na solu¢ao de metavanadato.
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Figura III.9 — Espectros de absor¢iao na regiao do ultravioleta-visivel de solu¢des de decavanadato com
diferentes concentracoes (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 ¢ 1 mM em vanadato total) apds diluicdo de uma
solucio de 50 mM decavanadato (em vanadato total) numa solucido tampao contendo 2 mM Tris-HCI
(pH 7.,5), 0,2 mM CaCl * 0,2 mM ATP. Os espectros foram obtidos de acordo com o descrito na secgdo
I11.2.2.

Esta banda de absor¢do é bem resolvida através da derivada de 2*. ordem dos espectros
de absorcao, apresentando a forma de dois vales com minimos centrados a 358 e 400 nm (Fig.
II1.10). Uma vez que a intensidade das bandas a estes dois comprimentos de onda é proporcional
a concentracao de decavanadato (Fig. I111.11), pode concluir-se que, efectivamente, as absor¢oes
electrénicas que ocorrem a 358 e 400 nm se relacionam com a espécie decamérica de vanadato,
sendo obtida uma correlaciao linear entre 0,05 e 1 mM decavanadato (em vanadato total).
Determinou-se um coeficiente de extincio molar de &,, = 645 M' cm’' para a espécie

decamérica de vanadato.
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Figura III.10 — Segunda derivada dos espectros de absor¢do apresentados na Fig. II1.9. Os espectros
foram obtidos para diferentes concentra¢bes de decavanadato (0,05 mM; 0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 0,75
mM e¢ 1 mM em vanadato total) apés diluicio de uma solugao de 50 mM decavanadato (em vanadato
total) numa solu¢ido tampio contendo 2 mM Tris-HCl (pH 7.,5), 0,2 mM CaCl; = 0,2 mM ATP. Os

espectros foram obtidos de acordo com o descrito na sec¢ao 111.2.2.
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Figura III.11 — Representacdo grafica dos valores da segunda derivada da absorc¢do a 358 ¢ 400 nm (em
unidades arbitrarias) em funcdo da concentracdo de decavanadato (0,05 mM; 0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM,;
0,75 mM e 1 mM em vanadato total). Os espectros foram obtidos apds diluicao de uma solugdo de 50
mM decavanadato (em vanadato total) numa solu¢do tampao contendo 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaCl; £ 0,2 mM ATP, de acordo com o descrito na seccio 111.2.2.

Assim, a estabilidade da espécie decamérica apds diluigao da solugdo de decavanadato no
meio reaccional dos ensaios experimentais (2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,), para uma
concentragao final de 1 mM (em vanadato total), foi determinada através da leitura da
absorvéncia a um comprimento de onda de 400 nm, a diferentes temperaturas. Verificou-se
tratar-se de uma cinética de 1* ordem, uma vez que o logaritmo neperiano da Abs,, em fun¢iao
do tempo de aquisicio espectral apresenta linearidade para o conjunto de temperaturas
estudadas. A titulo de exemplo, apresenta-se o grafico para uma temperatura de 25 °C (Fig.
II1.12).

-0.5
-0.55
-0.6

-0.65
-0.7

In (Abs,q,)

-0.75
-0.8

-0.85
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Tempo (s)

Figura III.12 — Representacio grafica do logaritmo neperiano da absor¢do a um comprimento de onda
de 400 nm (In (Absso)) em funcio do tempo (segundos) para uma solucdo de 1 mM decavandato (em

vanadato total) ap6s diluicdo da solucdo concentrada (50 mM decavandato) no meio reaccional contendo
2 mM Tris-HCI (pH 7.,5), 0,2 mM CaClz + 0,2 mM ATP, de acordo com o descrito na secc¢do 111.2.2.
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Uma vez que a desoligomerizagdo da espécie decamérica segue uma cinética de 1%

ordem, ¢ possivel descreve-la através da equacio abaixo (eq. 111.8):

A=Aje™&
InA=1InA,-kt (Eq. IIL.8)

onde -k (constante de velocidade) corresponde ao declive da recta e In A; é o valor de In A para
o tempo inicial. Representando o logaritmo neperiano da constante de velocidade em funcio do
inverso das temperaturas (em Kelvin) estudadas, obtém-se o grafico apresentado na Figura

I1I1.13, sendo a recta descrita pela equacao de Arrhenius (eq. 111.9):

k — A e —Ea/RT o
Ink =In A — Ea/RT (Eq. 11L9)

onde —Fa/R corresponde ao declive, R ¢ a constante dos gases perfeitos (R = 8,314 ] mol' K) e
A desiga-se por factor pré-exponencial. Deste modo, torna-se possivel determinar a energia de
activagdo, Ea, da reac¢do de desoligomerizacao da espécie decamérica de vanadato como sendo

igual a 63,4 k] mol .

-8.0
-8.5
-9.0
-9.5

In (k)

-10.0
-10.5
-11.0

-11.5
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5
1/T (x 103) (Kelvin)

Figura III.13 — Representacio grifica do logaritmo neperiano da constante cinética k (In (k)) em funcio
do inverso da temperatura (1/7T) (K1) para uma solu¢io de 1 mM decavanadato (em vanadato total) apds
diluicdao da soluciao concentrada (50 mM decavanadato) no tampao de reac¢iao (2 mM Tris-HCI (pH 7,5),
0,2 mM CaCl; = 0,2 mM ATP). O valor da constante de velocidade foi determinado para a reaccio de
desoligomerizagdo da espécie decamérica de vanadato, a um comprimento de onda de 400 nm e diferentes
temperaturas (288,15; 293,15: 298,15; 303,15; 310,15; 313,15 e 318,15 K), tal como se descreve na sec¢do
111.2.2.
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Numa reacgdao de 1% ordem o tempo de meia-vida (t,,,) é independente da concentragio
inicial de reagente, podendo ser descrito por t;,, = In 2 / k. Assim, aplicando o valor da
constante cinética determinado a partir do grafico da Fig. II1.13, pode determinar-se que o tempo
de meia-vida, a 25° C, é de 5,4 = 0,3 horas para as condi¢does de reac¢ao acima referidas.
Verificou-se, ainda, que a presenca de ATP até uma concentragdo de 1 mM nio altera o tempo

de meia-vida (dados nio apresentados).

IT1.3.2 Caracterizagio do sistema actina-vanadio

I11.3.2.1 Efeito de actina na estabilidade da espécie decamérica de vanadato: andlise por

espectroscopia de absorcdo na regido do nltravioleta-visivel

Na presenca de concentragoes crescentes de G-actina, observa-se um aumento do tempo
de meia-vida da espécie decamérica de vanadato (100 uM decavanadato, ie., 10 uM V) (Fig.
I11.14). De facto, a uma temperatura de 25 °C, o V,, € estabilizado em cerca de 5 vezes, passando
o tempo de meia-vida de 5 horas, na auséncia de proteina, para 27 horas, na presenca de 8 uM G-
actina, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5) e 0,2 mM CaCl, (Fig. I11.14, u).

O aumento do tempo de meia-vida do vanadato decamérico na presenca de
concentragoes crescentes de proteina pode ser racionalizado com base na formagio de um
complexo entre a espécie decamérica e a G-actina. Considerando duas reac¢des em equilibrio, a
primeira entre o V,, e o V, e a segunda entre o V,, e a proteina, e considerando que a primeira
(escala de tempo de horas) ¢ muito mais lenta que a segunda (escala de tempo de segundos ou,
no maximo, minutos), pode deduzir-se que a velocidade de desoligomeriza¢io da espécie
decamérica de vanadato é inversamente proporcional ao aumento da concentragdo de proteina
(Takegami ez al., 2003). Além disso, pode considerar-se que entre 4 e 8 uM G-actina o tempo de
meia-vida se encontra praticamente na fase estacionaria, o que sugere uma estequiometria G-
actina:V,, igual ou superior a um. Contrariamente, ndo se observam alteragoes significativas no
tempo de meia-vida da espécie V,, na presenca de G-actina no mesmo meio reacional
suplementado com 200 uM ATP (Fig. 111.14, O).

A adi¢ao de 200 uM ATP e de uma solu¢ao que promove a formagao de filamentos de
actina (100 mM KCI, 2 mM MgCl,) ao meio reacional provoca uma diminui¢do do tempo de

meia-vida da espécie decamérica de vanadato de 27 para 10 horas (Fig. I11.14, A), na presenca de

G-actina (8 uM). Obteve-se um padriao semelhante na presenca de F-actina (Fig. 111.14, @). Estes
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resultados sugerem que a F-actina e a G-actina, em condi¢oes favoraveis a sua polimerizagao,

poderio comportar-se como um alvo similar para a espécie decamérica de vanadato.

—=— G-actina (- ATP)

25.0 - —— "G-actina (+ ATP, + sol. pol.)"
—&—F-actina

—8—G-actina (+ ATP)

Tempo % Vida (horas)
[
(92]
o

[Proteina] (uM)

Figura II1.14 — Tempo de meia-vida de 100 uM decavanadato na presenca de: () G-actina (em 2 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCly); (&) G-actina (em 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP,
100 mM KCI, 2 mM MgCl, pH 7.5); (O) G-actina (em 2 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM
ATP, pH); (@) F-actina (em 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP, 100 mM KCI, 2 mM
MgCly). As cinéticas de decomposicio da espécie decamérica de vanadato foram monitorizadas a um
comprimento de onda de 400 nm, a 25 °C, de acordo com o descrito na seccdo 111.2.2.

O conjunto dos resultados acima apresentados sugere duas possibilidades para a
interacgao da espécie decamérica de vanadato com a G-actina: (i) através da ligacio a G- actina
num sitio préximo do local de ligagio de nucleétidos ou (i) noutro local, sendo este alterado
apos a ligacio do substrato. Uma vez que na F-actina o local de ligagao de nucleétidos nio se
encontra acessivel, sera mais provavel que o V,, se ligue no mesmo local que o ATP, pois
aparentemente este nucleétido (1) compete com o V,, ou (ii) induz alteragdes conformacionais na

proteina que previnem a interac¢ado com o oligonido.

II1.3.2.2 Estudo por " V-RMN da ligagio de decavanadato é actina

111.3.2.2.1 Efeito da adicao de diferentes sais e da forca ionica

Tal como verificado anteriormente, uma solu¢ao de 5 mM decavanadato (em vanadato
total) possui uma boa razao sinal/ruido relativamente aos sinais da espécie decamérica de
vanadato, apresentando uma composi¢ao de 480 uM V,, e 201 uM V|, pelo que a concentracao

da espécie decamérica é, aproximadamente, 2,5 vezes superior a da espécie monomérica (Fig.

IIL15A).
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Figura II1.15 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicao de uma solucio concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (A e D), 5
mM MgCl> (B e E) ou 0,2 mM CaCl, (C e F), na auséncia (esquerda) ou na presenca (direita) de 40 uM G-
actina. Os sinais de RMN Vioa, Vios € Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2),

V(1) e V(3) na espécie decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura II1.3. Os espectros foram
adquiridos de acordo com o descrito na sec¢io 111.2.3.

A adicdo de 40 pM G-actina a uma solucao de 5 mM decavanadato, em 2 mM Tris-HCI
(pH 7,5) conduz a efeitos diferentes nas ressonancias das espécies monomérica e decamérica,
tendo-se verificado um acentuado alargamento da largura a meia-altura, Av,,, (de 139 para 299
Hz para o sinal V,,,) e decréscimo da intensidade dos sinais correspondentes ao vanadato
decamérico. Por seu turno, o sinal correspondente a espécie monomérica nao sofre qualquer
alteracdo significativa. Para ambas as espécies nao se verificaram alteragcdes nos valores de desvio
quimico (9) das ressonancias dos vanadatos (Fig. II1.15D).

A adi¢ao de MgCl, (5 mM) ou CaCl, (0,2 mM) as solu¢des de 5 mM decavanadato, na
auséncia de G-actina, nao induz alteragdes significativas nos valores de largura a meia altura ou
nos desvios quimicos das ressonancias dos vanadatos, o que indica que estes nao se associam
com as formas decamérica e monomérica presentes em solucdo (Fig. IIL15B e C,
respectivamente). A adi¢ao de 40 uM G-actina conduz a um factor de alargamento, F (definido
como o quociente entre os valores da largura a meia altura do sinal, na presenca e auséncia de
proteina), do sinal correspondente a espécie V,, semelhante ao observado na auséncia de MgCl,
ou CaCl, (F = 2,1 em ambos os casos) (Fig. IIL.15E e F, respectivamente). Na Tabela II1III
encontram-se sumarizados todos os parametros analisados, respeitantes aos espectros

apresentados na Figura II1.15.
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Tabela ITLIIT — Parimetros espectrais, desvio quimico (9), largura a meia altura (Avyp) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solugdes de 5 mM decavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura II1.15. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato
decamérico (Vig) treferem-se apenas ao sinal Vios, devido a melhotr razdo sinal/ruido. O factor de
alargamento da largura a meia altura, F, é definido como o quociente entre os valores de Avi,2 na presenca
e na auséncia de 40 uM G-actina. A concentracdo (C) das espécies de vanadato presentes nas solugdes de
decavanadato foram calculadas através da equagio II1.7, de acordo com o descrito na secgdo I11.2.3.

5 mM Decavanadato

Vio Vi
A:2 mM Tris-Hd
C(mM) 0,480 0,201
d (ppm) -516.3611 -560.7360
[ (cm) 2.2 0.7
Av (1/2h) (Hz) 139.1963 59.4642
B: (A) + 5 mM Mg(l,
C(mM) 0,476 0.191
d (ppm) -516.2568 -560.7329
[ (cm) 23 0.5
Av (1/2h) (Hz) 139.1963 59.4642
F (relativoa A) 1.0 1.0
C: (R) + 0.2 mM Cadl,
C(mM) 0,464 0,189
d (ppm) -516.3611 -560.7360
[ (cm) 2.2 0.7
Av (1/2h) (Hz) 139.1963 59.4642
F(relativoa A) 1.0 1.0
D: (A) + 40 wM G-actina
C(mM) 0,465 0,203
0 (ppm) -516.0934 -560.3961
[ (cm) 1.6 0.6
Av (1/2h) (Hz) 298.6605 59.4642
F(relativoa A) 2.1 1.0
E: (B) + 40 pM G-actina
C(mM) 0,467 0,196
d (ppm) -516.2416 -560.7502
[ (cm) 1.5 0.5
Av (1/2h) (Hz) 298.6605 59.4642
F (relativo a B) 2.1 1.0
F: (C) + 40 wM G-actina
C(mM) 0,466 0,199
d (ppm) -516.2416 -560.7502
[ (cm) 1.5 0.5
Av (1/2h) (Hz) 298.6605 59.4642
F (relativo a () 2.1 1.0
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Uma vez que o CaCl, nas concentracdes normalmente usadas na solugao tampao habitual
nos estudos com actina nao altera a interaccdo entre a G-actina e a espécie decamérica de
vanadato, prosseguiram-se os estudos num meio contendo 2 mM Tris-HCl (pH 7.,5) e 0,2 mM
CaCl,. De modo a melhor compreender a natureza da interac¢ao do vanadato decamérico com a
proteina, analisou-se o efeito da forga idnica na ligacao de decavanadato a G-actina (Fig. I11.10).
Verificou-se que a adi¢ao de 100 mM KCI conduz a um alargamento menos pronunciado dos
sinais correspondentes a espécie decamérica (factor de alargamento de 1,5 para 100 mM KCl e de
2,1 na auséncia deste sal), o que sugere que a ligagio de V,, a G-actina é de natureza
electrostatica, o que esta de acordo com o facto de se tratar de uma espécie polianidénica com seis
cargas negativas. Adicionalmente, verifica-se uma ligeira deslocacdao para campo baixo do desvio
quimico correspondente aos sinais de V,j, e V5, 0 que pode dever-se a um efeito de
desblindagem causado pela presenca de ides potassio que estabelecerdo ligacdes de natureza
16nica com os atomos mais exteriores da molécula de V. Relativamente ao sinal correspondente
ao vanadato monomérico, nio se observam alteragoes significativas, apds adigdo de KCI nas
condigbes experimentais usadas(Fig. 111.16; Tab. IILIV).

Sabendo que a interac¢ao V,,-actina é favorecida para forgas idnicas mais baixas,
prosseguiram-se os estudos no tampao 6ptimo para esta proteina, 2 mM Tris- HCl, pH 7,5, 0,2

mM CaCL,

Vioc Vios <— Vi

) l Vioa i

T T T T T T T T T
-420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 ppm

Figura II1.16 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaClz e 100 mM KCI, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 pM G-actina. Os sinais de RMN Vo4,
Vi ¢ Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie
decamérica de vanadato (V10O2s*) apresentada na Figura 111.3. Os espectros foram adquiridos de acordo

com o descrito na sec¢io 111.2.3.
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Tabela ITL.IV — Parimetros espectrais, desvio quimico (3), largura a meia altura (Avy;) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solugdes de 5 mM decavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura II1.16. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato
decamérico (Vi) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido a melhor razido sinal/ruido.

5 mM Decavanadato

V10 V1
A: 100 mM Kdl
C(mM) 0,477 0,230
O (ppm) -514.3983 -560.0014
[ (cm) 2.8 0.4
Av (1/2h) (Hz) 139.1963 59.4642
F (relativo a Cda Tab. IILI) 1.0 1.0
B: (A) + 40 .M G-actina
C(mM) 0,476 0,238
O (ppm) -514.3007 -559.9480
[ (cm) 2.3 0.5
Av (1/2h) (Hz) 218.9284 59.4642
F (relativo a A) 1.5 1.0

111.3.2.2.2 Efeito da adicao do nucledtido ATP

Uma vez que a actina possui um local de ligacdo de nucledtidos, analisou-se qual o efeito
que a adigio de MgATP (5 mM) provocaria nos espectros de *'V-RMN. Na auséncia de proteina
nao sao induzidas altera¢oes significativas nas larguras a meia altura ou nos desvios quimicos das
ressonancias dos vanadatos, o que indica que este nucleétido nio se associara a V,, (Fig. IIL.17A;
Tab. II1.V). Quando a adi¢do de G-actina (40 pM) ¢ efectuada na presenca de 5 mM ATP,
verifica-se um menor alargamento do sinal correspondente ao vanadato decamérico (F = 1,6 na
presenca de nucleétido e F = 2,1 na auséncia) (Fig. II1.17B; Tab. I11.V). Tal pode indicar que () a
presenca deste nucledtido compete com o V, para a G-actina ou que (ii) o ATP induz alteracoes

conformacionais que fazem diminuir a afinidade do V,, para a proteina.
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Figura II1.17 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaClz e 5 mM KCI, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM G-actina. Os sinais de RMN Via, Vios €
Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de
vanadato (V10O28%) apresentada na Figura I11.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito
na seccao I11.2.3.

Tabela IIL.V — Parimetros espectrais, desvio quimico (9), latgura a meia altura (Avi/2) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solu¢cdes de 5 mM decavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura II1.17. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato
decamérico (Vi) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido 2 melhor razido sinal/ruido.

5 mM Decavanadato

Vi Vi
A: 5 mM MgATP
C(mM) 0.472 0.281
d (ppm) -515.3497 -553.7228
[ (cm) 2.5 0.5
Av (1/2h) (Hz) 139.1963 70.7862
F (relativo a A da Tab. l1LI1I1) 1.0 1.2
B: (A) + 40 wM G-actina
C(mM) 0.465 0.355
3 (ppm) -515.2840 -554.0004
I (cm) 1.8 0.7
Av (1/2h) (Hz) 218.9284 83.3838
F (relativo a A) 16 12

111.3.2.2.3 Determinagio da constante de dissociacdo entre a espécie decameérica de vanadato e a actina

Estabelecidas as condi¢bes optimas que favorecem a interac¢do entre a espécie
decamérica de vanadato e a G-actina, titulou-se uma solu¢ao 5 mM decavanadato (em vanadato
total) com esta proteina, em 2 mM Tris-HCI (pH 7.,5) e 0,2 mM CaCl,. Os dados experimentais
foram ajustados com uma funcao sigmoidal de Boltzmann (Fig. III.18A), com os seguintes

parametros: F_ . = 0,91 £ 0.10; F .. = 2,23 £ 0.07; V, = 25,42 £ 2.32 uM G-actina. Observa-se,
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também, que para concentragdes de G-actina superiores a 50 uM o factor de alargamento, F, ndo

sofre alteragoes significativas.

2.4 A
2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2

Factor de Alargamento, F (u. a.)

1.0
0 20 40 60 80 100
[G-actina] (uM)

2.4 B
2.2
2.0
1.8
16

1.4 *
gy PP S

0 15 30 45 60 75
[G-actina] (uM)

Factor de Alargamento, F (u. a.)
HilH

Figura II1.18 — Titulagdo de uma solu¢ao 5 mM decavanadato (em vanadato total) com (A) G-actina,
num meio contendo 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.2 mM CaCl2; ¢ (B) F-actina, num meio contendo 2 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 0.2 mM CaCly, 0.2 mM ATP. O factor de alargamento da largura a meia altura, F, ¢é
definido como o quociente entre os valores de Avisz do sinal de Vioa na presenca e na auséncia de
proteina. Os dados experimentais representam a media de 3 ensaios diferentes. No caso da F-actina o erro
associado a cada ponto experimental encontra-se dentro dos limites do simbolo utilizado. A titulacio com

G-actina foi ajustada com uma funcio sigmoidal de Boltzmann, com os seguintes parametros: Fnimn = 0,91
T 0.10; Fmge = 2,23 £ 0.07; V5o = 25,42 £ 2.32 uM G-actina.

Uma experiéncia similar foi realizada com a forma polimerizada da actina, em 2 mM T'ris-
HClI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM ATP. No entanto, o conjunto de pontos nio ¢
correctamente ajustado com uma fun¢iao matematica, pelo que nao se podem calcular quaisquer
parametros matematicos (Fig. I11.18B). Tal pode dever-se a elevada viscosidade da solugao de F-
actina, a qual provoca um aumento significativo do tempo de rotagiao da espécie decamérica de
vanadato com concomitante variagio dos tempos de relaxa¢io que deixam de depender
exclusivamente da associagdo entre a proteina e o vanadato. Este aumento da viscosidade pode,

de igual modo, explicar o menor erro experimental associado a titulagio da solu¢io de
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decavanadato com a F-actina, por comparagao com a G-actina. De facto, no caso da actina
filamentosa o erro encontra-se no interior dos pontos experimentais, o0 que nao se verifica para a
actina monomérica. Adicionalmente, nao pode ser excluida a hipétese de que a razdo entre as
formas polimerizada/despolimerizada da actina possa ser afectada pela concentracio da G-
actina, o que contribuiria para um maior erro associado a medi¢ao do alargamento do sinal de
RMN.

No entanto, consistente com estudos anteriores (Tiago ez al., 2002), a adi¢ao de 40 uM F-
actina a solu¢ao de 5 mM decavanadato produz um alargamento de 165 para 207 Hz (1,3 vezes)

na ressonancia de V,,, (Fig. I11.19; Tab. IIL.VI).

Vioc Vios Vi
B - o - N /N Vioa I o
A . N _ \
=420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 ppm

Figura II1.19 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM decavanadato em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaCl, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 uM F-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vios
e Vioc correspondem, respectivamente, aos atomos de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de
vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura I11.3. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito
na seccao I11.2.3.

Tabela ITI.VI — Parimetros espectrais, desvio quimico (3), largura a meia altura (Avy;) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solugdes de 5 mM decavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura II1.19. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato

decamérico (Vi) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido 2 melhor razido sinal/ruido.

5 mM Decavanadato

Vi Vv,
A: 5 mM Decavanadato
C(mM) 0.472 0.281
3 (ppm) -515.3497 -553.7228
I (cm) 2.5 0.7
Av (1/2h) (Hz) 165.1963 59.4642
F (relativo a A da Tab. lILIII) 1.0 1.0
B: (A) + 40 M F-actina
C(mM) 0.465 0.255
o (ppm) -515.2840 -554.0004
[ (cm) 1.8 0.7
Av (1/2h) (Hz) 207.9284 59.4642
F (relativo a A) 13 1.0
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I11.3.2.2.3 Andlise da competicao entre as diferentes formas de vanadato para a ligagao a actina

A competicao entre as diferentes formas de vanadato para a ligagao a actina foi avaliada,
primeiramente, entre as espécies monomérica, dimérica e tetramérica presentes numa solucao 2
mM metavanadato (em vanadato total) e, em seguida, entre estas e a espécie decamérica, usando
uma solucdo mista constituida por 5 mM decavanadato e 2 mM metavanadato (em vanadato
total).

Verificou-se que a adi¢ao de G-actina (40 uM) a uma solucao de metavanadato (2 mM)
nao altera os parametros espectrais dos sinais correspondentes as ressonancias dos vanadatos

monomérico, dimérico e tetramérico, na auséncia ou na presenca de 5 mM MgCl, (Fig. I11.20;

Tab. IIL.VII).

-4‘29 -4‘40 -4‘60 -4‘80 -5‘09 -5‘20 -5‘40 -5‘60 -5‘ac o —4‘20 —4‘40 -4‘60 —4‘80 -5‘00 -5‘20 -5‘40 -5‘60 -5‘80 pon
Figura II1.20 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 2 mM metavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicdo de uma solugdo concentrada de 50 mM metavanadato, em (A) 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2
mM CaClz (B) e 40 uM G-actina, na (B) auséncia (D) ou na presenga de 5 mM MgCla. Os sinais de RMN
V1, V2 e V4 correspondem, respectivamente, as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato .
Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢ao 111.2.3.
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Tabela ITIL.VII — Pardmetros espectrais, desvio quimico (8), largura a meia altura (Avy),) ¢ intensidade (I)
dos sinais de >V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solucdes de 2 mM metavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura I11.20. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato

decamérico (Vi) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido 2 melhor razido sinal/ruido.

2 mM Metavanadato

Vv, V, v,
A: Controlo
C(mM) 1.040 0.222 0.129
o (ppm) -561.5302 -574.5741 -579.2508
[ (cm) 3.4 1.2 1.5
Av (1/2h) (Hz) 59.4642 139.1963 59.4642
B: (A) + 5 mM Mqg(l,
C(mM) 1.087 0.219 0.134
& (ppm) -561.7278 -575.2467 -579.6509
[ (cm) 34 13 1.8
Av (1/2h) (H2) 59.46 139.20 59.4642
F (relativo a B) 10 1.0 1.0
C: (R) + 40 M pG-actina
C(mM) 0.995 0.229 0.158
o (ppm) -561.2552 -575.4998 -579.2415
I (cm) 3.6 15 2.2
Av (1/2h) (Hz) 59.4642 139.1963 59.4642
F (relativo a B) 1.0 1.0 1.0
D: (B) + 40 M p.G-actina
C (mM) 1.039 0.224 0.147
3 (ppm) -561.4404 -574.7727 -579.4260
I (cm) 3.5 1.2 1.5
Av (1/2h) (Hz) 59.4642 139.20 5946
F (relativo a B) 1.0 1.0 1.0

Por seu turno, a adicao de MgATP (5 mM) provoca um o alargamento da largura a meia
altura do sinal correspondente a espécie monomérica de vanadato (F = 1,2), o que sugere que a
presenca deste nucle6tido aumenta ligeiramente a afinidade da espécie monomérica para a G-
actina, o que esta de acordo com o descrito para a miosina (Tiago ez al, 2002). Os sinais dos

vanadatos dimérico e tetramérico nao sofrem alteracdes significativas (Fig. 111.21; Tab. I11.VIII).
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Figura II1.21 — Espectros de 'V-RMN (105,2 MHz) de 2 mM metavanadato (em vanadato total) obtidas
ap6s diluicdo de uma solucao concentrada de 50 mM metavanadato em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaClz, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca (B) de 40 pM F-actina. Os sinais de RMN Vi, Vs e
V4 correspondem, respectivamente, as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato (indicar).

Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢ao 111.2.3.

Tabela III.VIII — Parametros espectrais, desvio quimico (3), largura a meia altura (Avi2) e intensidade (1)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solucdes de 2 mM metavanadato (em
vanadato total) apresentados na Figura II1.21. Os parametros espectrais apresentados para o vanadato
decamérico (V1) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido 2 melhor razdo sinal/ruido.

2 mM Metavanadato

Vv, Vv, Vv,
A: 5 mM MgATP
C(mM) 1.163 0.179 0.119
d (ppm) -554.9624 -573.1406 -579.1616
[ (cm) 33 0.8 1.5
Av (1/2h) (Hz) 67.4374 218.9284 59.4642
F (realtivo a A da Tab. IlL.VII) 1.1 1.0 1.0
B: (A) + 40 M wG-actina
C(mM) 1.198 0.161 0.120
d (ppm) -555.2150 -573.2426 -579.2207
[ (cm) 33 0.8 1.5
Av (1/2h) (Hz) 83.4123 218.9284 59.4642
F (relativo a A) 1.2 1.0 1.0

A adicao de G-actina (40 uM) a solugio mista (5 mM decavanadato e 2 mM
metavanadato) provoca um alargamento e diminui¢ao da intensidade dos sinais correspondentes
ao vanadato decamérico semelhantes aos observados aquando da adigdo de proteina a solucdo de
decavanadato (F igual a 2,1 em ambos os casos).

Tal como se havia verificado para a solu¢io de metavanadato, os sinais correspondentes
as espécies monomérica, dimérica e tetramérica nao sofrem alteragdes significativas (Fig. 111.22,

Tab. IILIX), o que parece indicar uma ligacio preferencial de V,, a G-actina. Na presenca de
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MgCl, nio se verificaram alteragdes dos parametros espectrais analisados (Fig. II1.22; Tab.
IILIX), enquanto que na presenga de 5 mM ATP as alteragdes observadas foram idénticas as
anteriormente observadas para as solugdes de deca- e metavanadato, aquando da sua analise

separadamente (Fig. I111.23; Tab. I11.X)

Vioa
V2
Vioc |
B l' v ) _)‘1 l'<_ Va || |’|
I ni
— ______.1?__3/\ \ _J'“I\-/’U\-__. _D_-f\_._.______.__/\/ \ _/"\ IV
A |"ﬂl'| ‘| |. ﬁl A "l C t'n'\ || II| " \
Y N A W A U | U L G\ Y A A U _)\ JV\

T I | 1 1 I I I 1 1 T I I T l I | I
T 1 O O (S T T N 40 0 B B0 eSO R0 B0 B0 R0 gy

Flgura IT1.22 — Espectros de S'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato e 2 mM metavanadato (em
vanadato total) obtidas apds diluicio de solugdes concentradas de 50 mM decavanadato e 50 mM
metavanadato, em 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca
(B) de 40 uM F-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vies € Vioc correspondem, respectivamente, a0s 4tomos
de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura I11.3. Os
sinais Vi, Va2 e V4 correspondem as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato,
respectivamente. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢ao I111.2.3.
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Tabela ITL.IX — Parimetros espectrais, desvio quimico (9), largura a meia altura (Avy;) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solugdes de 5 mM decavanadato e 2 mM
metavanadato (em vanadato total) apresentados na Figura I11.22. Os parametros espectrais apresentados

para o vanadato decamérico (Vio) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido a melhor razio sinal/ruido.

2 mM Metavanadato + 5 mM Decavanadato
V10 | V2 V4
A: Controlo
C(mM) 0.337 0.670 0.181 0.149
o (ppm) -516.2745 -560.6647 -574.6093 -579.1779
I (cm) 2.2 1.7 0.8 13
Av (1/2) (H2) 139.1963 59.4642 139.1963 59.4642
B: (A) + 40 wM G-actina
C(mM) 0.290 0.915 0.194 0.199
d (ppm) -516.2429 -560.7931 -574.6883 -579.2984
[ (cm) 1.4 1.7 0.8 14
Av (172) (Hz) 298.6605 59.4642 139.1963 59.4642
F (relativo a A) 2.1 1.0 1.0 1.0
C: (R) + 5 mM Mg(l,
C(mM) 0.335 0.673 0.168 0.161
o (ppm) -516.0238 -560.8519 -574.5935 -579.0389
I (cm) 2.2 1.6 0.8 1.5
Av (1/2) (H2) 139.1963 59.4642 139.1963 59.4642
F (relativoa A) 1.0 1.0 1.0 1.0
D: (C) + 40 uM G-actina
C(mM) 0.291 0.901 0.208 0.193
S (ppm) -515.8950 -560.9336 -574.6266 -579.1237
[ (cm) 12 1.6 0.8 13
Av (172) (Hz) 298.6605 59.4642 139.1963 59.4642
F (relativo a A) 2.1 1.0 1.0 1.0
Vioa V2
Vioc
Vi l
B l Vios e v
a
A
I " I " I " I " I " I " I " I " I "
-420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 ppm

Figura II1.23 — Espectros de 5'V-RMN (105,2 MHz) de 5 mM decavanadato e 2 mM metavanadato (em
vanadato total) obtidas apds diluicdo de solucbes concentradas de 50 mM decavanadato e 50 mM
metavanadato, em 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCly, 0,2 mM ATP, na auséncia (A) ou na presenca
(B) de 40 uM F-actina. Os sinais de RMN Vioa, Vies € Vioc correspondem, respectivamente, a0s 4tomos
de vanadio V(2), V(1) e V(3) na espécie decamérica de vanadato (V10O2s%) apresentada na Figura I11.3 .
Os sinais Vi, V2 e V4 correspondem as espécies monomérica, dimérica e tetramérica de vanadato,
respectivamente. Os espectros foram adquiridos de acordo com o descrito na sec¢ao 111.2.3.
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Tabela III.X — Parametros espectrais, desvio quimico (9), largura a meia altura (Avyp) e intensidade (I)
dos sinais de >'V-RMN das espécies de vanadato presentes nas solugdes de 5 mM decavanadato e 2 mM
metavanadato (em vanadato total) apresentados na Figura I11.23. Os parametros espectrais apresentados

para o vanadato decamérico (V1o) referem-se apenas ao sinal Vioa, devido a melhor razio sinal/ruido.

5 mM Decavanadato + 2 mM Metavanadato

V10 V1 V2 V4
A: 5 mM MgATP
C(mM) 0,334 0,053 0,051
d (ppm) -515,4222 -554,2163 -573,0932 -579,2676
I (cm) 2,5 32 0,9 1,5
Av (1/2h) (Hz) 139,1873 67,4347 218,9284 59,4642
F (relativo a A da Tab. lILIX) 1.0 1.1 1.0 1.0
B: (A) + 40 wM G-actina
C(mM) 0,314
3 (ppm) -515,3427 -555,9624 -573,1526 -579,2288
[ (cm) 1.8 33 0,8 1,5
Av (1/2h) (Hz) 218,9824 83,4123 218,9284 59,4642
F (relativo a A) 1.6 1.2 1.0 1.0

I11.3.2.3 Estudo por RPE da ligagdo de vanadilo d actina

Enquanto se utilizou a espectroscopia de RMN para estudar a interac¢ao de vanadatos
com a actina, o sistema vanadilo-actina foi analisado recorrendo a espectroscopia de RPE.

A adigao de 250 uM VOSO, a um meio contendo 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM
Ca(l, niao promove o aparecimento dos sinais de EPR tipicos do oxovanadio(IV) (Fig. 111.24).
De facto, para as espécies V(IV), a pH fisiolégico e num meio nao-complexante, nao podem ser
observados quaisquer sinais de EPR (Crans ez a/., 2004). No entanto, para concentracoes de Tris
mais elevadas (20 mM Tris e 0,001 M VOZ+), observou-se uma interac¢ao bastante forte com o
catido vanadilo (Crans e7 al, 1989). Assim, a observacdo de um sinal de EPR a pH neutro indicara
que se encontra presente em solu¢ao um ligando capaz de formar complexos com o vanadilo, ou
que a solugao nao se encontra a pH neutro (Chasteen & Theil, 1982; Crans ¢z al., 2004). Uma vez
que ndo se registaram alteracdes no valor de pH (7,5) apos a adicio de VOSO,, imediatamente
antes das amostras serem congeladas em azoto liquido, os sinais observados ap6s a adi¢ao de G-
e F-actina (50 e 30 pM, respectivamente) podem ser atribuidos unicamente a uma interacgao
metal-proteina. Assim, a intensidade absoluta dos sinais de EPR de vanadio(IV) podem ser
correlacionados com a concentracdo de proteina adicionada ao meio reaccional, tal como
anteriormente descrito (Fukui e 2/, 2003). Na presenca de ATP, forma-se um complexo entre o
catido oxovanadio(IV) e este nucledtido (Fig. 111.24D), o que esta de acordo com estudos
anteriores (Katsaros, 1982). Assim, quando o meio reaccional contém ATP (2 mM Tris-HCI, pH

7,5, 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM ATP), a formagao do complexo VO*"-ATP pode ser observada no
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espectro de EPR. Além disso, observa-se que a presenca de ATP no meio reaccional previne a
interacc¢ao entre o catido vanadilo e a G-actina, uma vez que os sinais de EPR se tornam menos
intensos até ao ponto de nao-deteccao quando o nucledtido é concomitantemente adicionado ao
ensaio. Provavelmente o vanadilo interactua com a G-actina num local préximo do bolso de
ligacao de nucleétidos ou o ATP induz alteracdes conformacionais na estrutura da proteina que
previnem a sua interacgdo com o ido vanadilo. Apesar de todas as amostras terem sido
preparadas em condigoes anaerdbias, uma diminuigdo na intensidade dos sinais de EPR, no caso
de ides paramagnéticos, pode dever-se a interacgdes spin-spin entre o VO** e o ATP adicionado
ou a uma menor interaccdo entre o VO*' e a protefna. A diminuicdo da intensidade dos sinais

pode dever-se, de igual modo, a um re-oxidac¢ao parcial do metal.

2420 2920 3420 3920 4420
Campo Magnético (Gauss)

Figura II1.24 — Espectros de RPE banda-X de 250 uM VOSO4 em (A) 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.2 mM
CaCl2, na presenca de (B) 50 uM G-actina, (C) 30 pM F-actina, (D) 0,2 mM ATP e (E) 50 uM G-actina e
0,2 mM ATP. Os espectros foram adquiridos a 77 K, nas seguintes condi¢des: frequéncia de micro-onda,
9,65 GHz; poténcia de micro-onda, 0,63 mW; amplitude de modulagdo, 10 Gauss; ganho do receptor, 2,0

x 105; scans, 4, tal como descrito na sec¢io 111.2.4.

Com base na constante hiperfina (A,) determinada experimentalmente, é possivel
predizer a contribui¢do de diferentes dadores para este valor, ou seja, os nucleos aos quais os
electrées desemparelhados se encontram acoplados. No entanto, uma vez que os valores tipicos
de A/, obtidos através da simulagao dos espectros de EPR variam entre 31,9 x 10* e 45,7 x 10*
cm’, com um erro associado de ca. + 1,5 x 10*, o uso destas relaces de aditividade requer
alguma precaugdo, visto mais do que uma combinacdo de ligandos poder satisfazer o valor da
constante hiperfina determinado experimentalmente, dentro do limite do erro. Como
consequéncia, torna-se essencial ter em consideragdo os diferentes tipos de ligandos possiveis na
estrutura da proteina, ou qualquer outra molecula. Tendo em consideracao que o espectro de

simulagdao da interac¢ao entre o oxovanadio(IV) e a G-actina apresenta os seguintes seguintes

parimetros, A,, = 1956 G = 531,0798 MHz, A, = 65 G, g, = 1,998 ¢ g,, = 1,9399 (Fig. 111.25,
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topo), pode sugerir-se que o ido vanadilo se encontrara ligado ao oxigénio de trés moléculas de
agua e a um carboxilato (Asp ou Glu), ou a um azoto equatorial de um grupo amina, presente nas
cadeias laterais de residuos de aminoacidos, como a asparagina, glutamina ou lisina, tendo por
base os valores de os valores de A, e g,, obtidos, bem como a tabela de ligandos equatoriais

publicada por Chasten (1981).

Simulagdo

VOSO, + G-actina

VOSO,

I T T T 1
2420 2920 3420 3920 4420

Campo Magnético (Gauss)

Figura II1.25 — Espectros de RPE banda-X de 250 pM VOSOy4, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaCl> (A) e 30 uM G-actina, experimental (B) ou simulaciao (C). Para o espectro simulado usaram-se
larguras de linha de 20,0, 20,0 e 24,0 G para as direc¢bes x, y e z, respectivamente, ¢ uma linha de forma
Lotentziana/Gaussiana. Os espectros foram adquitidos a 77 K, nas seguintes condi¢des: frequéncia de
micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de micro-onda, 0,63 mW; amplitude de modulac¢io, 10 Gauss; ganho do
receptor, 2,0 x 105; scans, 4, tal como descrito na secgdo 111.2.4.

A extensio da ligacao do ido vanadilo a actina foi determinada a partir da linha m; = -1/2
perpendicular (Fig. I11.25, 1), uma vez que esta banda apresenta uma maior intensidade e uma
melhor correlagio linear aquando da titulagdo de uma solugao de actina com VOSO, (dados nao
apresentados). Deste modo, titulou-se uma solu¢ao de 50 e 30 uM G- e F-actina com VOSO,,
em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, + 0,2 mM ATP. Tragou-se o grafico da intensidade
da banda -1/2 perpendicular (em unidades arbitrarias) em fun¢ao da concentracdo de VOSO,
(em micromolar), e ajustaram-se os pontos experimentais a uma fun¢ao hiperbolica; a partir desta
calculou-se uma constante de dissociacao, K, de 7,48 + 1,11 uM G-actina e 43,05 *+ 5,34 uM F-
actina (Fig. II1.26A e B). A partir destes dados, determinou-se que se ligardo, aproximadamente,

1 e 4ides VO por molécula de G-e F-actina, respectivamente.
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Figura II1.26 —Intensidades do pico cotrespondente a linha m; = -1/2 petrpendicular dos espectros de
RPE (representado na Figura II1.25 pelo nimero 1) de banda-X de (A) 50 pM G-actina e (B) 30 uM F-
actina, tituladas com diferentes concentra¢ées de VOSOy, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, +
0,2 mM ATP. Os dados experimentais correspondem a trés ensaios diferentes. Os espectros foram
adquiridos a 77 K, nas seguintes condicOes: frequéncia de micro-onda, 9,65 GHz; poténcia de micro-
onda, 0,63 mW; amplitude de modulacdo, 10 Gauss; ganho do receptor, 2,0 x 105 scans, 4, tal como
descrito na sec¢do 111.2.4.
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IT1.4 Conclusoes

A caracterizacdo das espécies de vanadato no meio reaccional utilizado no presente
trabalho (2 mM Tris-HCI, pH 7,5 0,2 mM CaCl, = 0,2 mM ATP), recorrendo a espectroscopia
de *'V-RMN, permitiu concluir que a concentracio da espécie decamérica de vanadato
corresponde a 10% da concentragao inicial da solu¢do de decavanadato (em vanadato total). Por
seu turno, a concentragdo da espécie monomérica de vanadato mantém-se, sensivelmente,
constante (~200 uM). Na solucio de metavanadato existem, essencialmente, as espécies
monomérica, dimérica e tetramérica, sendo a espécie pentamérica apenas mensuravel para
concentracoes de metavanadato bastante elevadas.

Por espectroscopia de absor¢ao UV-vis foi possivel determinar que a espécie V,, se
decompde, sendo o seu tempo de meia-vida, a 25 °C, de cerca de 5 horas, o que permite concluir
que no tempo de realizagdo dos ensaios (cerca de 20 minutos) esta se encontrara presente em
solucao. Além disso, determinou-se que a energia de activacdo da reaccdo de desoligomerizagao
da espécie decamérica de vanadato é Fa = 63,4 k] mol”. Verificou-se, ainda, que nas condi¢des
experimentais usadas, podem ser detectadas por espectroscopia de absor¢ao UV/vis
concentragoes da espécie decamérica de vanadato de 5 uM.

A adi¢ao de G-actina a mistura reaccional, na auséncia de ATP, provoca um aumento do
tempo de meia-vida do V,, de 5 para 27 horas, o que ¢ indicativa da interac¢ao entre a proteina e
o metal. Na presenca de ATP, ndo se verificaram quaisquer alteragdes neste parimetro, o que
indicara que o nucleétido previne, de alguma forma, esta interaccdao. Estes resultados foram
confirmados por *V-RMN: na presenca de ATP o factor de alargamento do sinal
correspondente a espécie decamérica é menot, por comparagao com o valor obtido na auséncia
de ATP, para a mesma concentracao de G-actina.

Estabelecidas as condi¢des 6ptimas que favorecem a interacgao V, -actina, determinou-se
um valor de Vy, = 2542 + 2.32 uM G-actina, ap6s titulacio de uma solu¢ao de decavanadato
com G-actina, tendo por base o factor de alargamento das ressonancias correspondents aos
atomos V.

Por seu turno, a caracterizacdao da interac¢ao V(IV)-actina, por espectroscopia de RPE,
permitiu concluir que o vanadilo se liga a ambas as formas monomérica e filamentosa de actina,
sendo os valores de K; de 7,48 £ 1,11 uM G-actina e 43,05 + 5,34 uM F-actina. Verificou-se, de
igual modo, que a presenca de ATP previne a interacgao entre o vanadio(IV) e a G-actina. Com
base no parametros obtidos a partir do espectro simulado, sugere-se a ligacao do vanadilo a trés

moleculas de H,O e (i) a um carboxilato ou (ii) a0 azoto equatorial de um grupo amina.
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(apitulo IV. Efeito de vandio na funcao fisioldgica de actina

Neste capitulo avalia-se o efeito de diferentes espécies de vanddio(1”) e (11°) na capacidade da F-actina
estimular a actividade Mg -ATPdsica de subfragmento-1 de miosina, determinado pelo método de enzimas
acoplados (cinase do piruvato e desidrogenase do lactato). Avalia-se, também, por métodos de dispersao de Inz, de
que forma as solucoes de metavanadato, decavanadato e vanadilo alteram o equilibrio existente entre as formas

monomieérica e filamentosa da actina.

IV.1 Introdugao

IV.1.1 Vanadio como inibidor enzimatico

O ortovanadato ¢ considerado um analogo estrutural do ortofosfato, sendo as suas
reac¢des de protonagao bastante semelhantes (Chasteen, 1983; Gresser ¢ al., 1987; Rehder, 1999;
Crans, 1994). Esta analogia ¢ evidente, sobretudo, nas formas tetraédricas trianionicas, VO, e
PO,”. Os valores de pK, para o vanadato (3,5, 7,8 e 12,5) e para o fosfato (2,1, 7,2 e 12,7)
(Chasteen, 1990) demonstram, de igual modo, que esta analogia se estende as propriedades
electrénicas destas espécies. A maior diferenca entre ambos reside no facto de que, para valores
de pH préximos de 7, o vanadato monomérico existe principalmente como um monoaniao
(H,VO,), para baixas concentra¢des de vanadio(V) total, enquanto o fosfato se encontrara como
dianido (HPO,”). Em particular, a analogia dos compostos de vanadato pentacoordenados com
o estado de transi¢ao das reac¢oes de (i) hidrélise de um grupo fosfato ou de (ii) transferéncia de
um grupo fosforilo (PO;), permite explicar o facto de muitos compostos de vanadato serem
potentes inibidores de ribonucleases, fosfatases, ATPases e outras fosforilases (Nour-Eldeen ez
al., 1985; Gresser & Tracey, 1990; Crans ez al., 1992a; Crans ez al., 2004).

No entanto, as solu¢des de vanadato apresentam, para além da espécie monomérica de
vanadato, outras espécies oligoméricas, sendo estas geralmente omitidas nos estudos sobre
inibicao de enzimas pelo vanadato, devido a uma deficiente caracteriza¢ao das solu¢oes usadas.
Pode, assim, considerar-se que muitos efeitos atribuidos a espécie VO,” se devam a presenca em
solucao de outras espécies oligoméricas. Os primeiros estudos que permitiram demonstrar de
forma inequivoca que, para além da espécie monomérica, também as espécies dimérica,
tetramérica e decamérica de vanadato siao responsaveis pela inibigdo de processos enzimaticos
foram descritos por Stankiewicz ef al, 1987; Crans & Schelble, 1990; Crans ez al, 1990a;
Aureliano & Madeira, 1994a e 1994b.

De facto, a espécie dimérica de vanadato ¢é estruturalmente analoga do pirofosfato, o que

sugere poder interactuar com sitios de ligacio de cofactores, tais como o NAD", NADP, FAD e
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CoA. Além disso, a espécie V, é também um forte inibidor de mutase do fosfoglicerato
(Stankiewicz e al., 1987), da fosfatase acida (Crans ez al, 1989) e de desidrogenase da glucose-6-
fosfato (Crans & Shelble, 1990). O reconhecimento de que uma espécie oligomérica de vanadato
poderia ser um inibidor mais potente que o vanadato monomérico surgiu num estudo com o
desidrogenase de 6-fosfogluconato e a espécie V, (Crans ¢ al., 1990b).

Quanto ao decavanadato, o primeiro estudo de inibi¢ao reporta a 1973, com o enzima
cinase do adenilato (DeMaster & Mitchell, 1973). Desde entio, tém sido varios os estudos de
inibicdo pela espécie decamérica de vanadato, com enzimas tio distintas como a Ca’’-ATPase
(Csermely et al., 1985a), fosforilase muscular (Soman e a/, 1983), hexocinase, fosfofrutocinase,
aldolases e enzimas envolvidos no metabolismo do inositol (Crans, 1994; Stankiewicz et al.,
1995).

A Ca®*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico foi outro dos enzimas mais amplamente
estudados na presenca de vanadato (Pick, 1982; Pick & Karlish, 1982), tendo sido concluido que
a inibi¢ao pelo ortovanadato se devia a formagao, também, de um estado de transi¢dao analogo ao
fosfato. A inibicao por espécies oligoméricas de vanadato, nomeadamente V, e V,,, foi também
determinada (Csermely ¢ al, 1985a e 1985b; Aureliano & Madeira, 1994a e 1994b; Aureliano ef
al., 2005).

De todos os exemplos conhecidos, o decavanadato parece ligar-se preferencialmente a
sitios de ligacao de polifosfatos, quer no dominio de ligagio do substrato, quer no dominio
alostérico dos enzimas.

Na Tabela IV.1 apresentam-se alguns exemplos de enzimas cuja actividade ¢ inibida na

presenca de compostos de vanadato:

Tabela IV.1 — Enzimas inibidos na presenca das diferentes espécies de oxovanadato indicadas (V1, V2, V4
c Vm).

Enzima Espécie vanadato envolvida na inibi¢ao Referéncia
. Lindquist et al., 1973
Ribonuclease A Vi Borah etal,, 1985
(antley etal., 1977
+ K+ 4
Nar K'-ATpase v Beaugé & Glynn, 1978
Fosfatase alcalina Vi Lopezetal., 1976
Fosfofrutocinase Vi Choate & Mansour, 1978
. Stankiewicz et al., 1987;
Mutase de fosfoglicerato V Livetal, 1992
Desidrogenase de 6-fosfogluconato V, Crans et al., 1990b
Dismutase de superdxido V, Wittenkeller et al., 1991
, Crans & Schelble, 1990
Desidrogenase de glucose-6-fosfato VyeV,y Crans et al, 1990
Aldolase de fructose-1,6-bifosfato VoeV, Crans et al., 1992b
(inase de adenilato Vi DeMaster & Mitchell, 1973
Antagonista do IP3 Vi Fohretal., 1989
Trifosfatase de ARN Vi Bougie & Bisaillon, 2006
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A rapida interconversao entre o V(V) e o V(IV), como anteriormente referido, torna
dificil a analise da interacgao entre o primeiro e as proteinas, requerendo condi¢des experimentais
adequadas e bastante precisas, pelo que nao existem muitos estudos sobre a inibi¢do de enzimas
pelo vanadilo. No entanto, esta rapida interconversio faz com que o vanadilo tanto possa
competir com o fosfato, como acima referido, como com outros metais na coordenac¢ao a
apometaloenzimas (Rehder, 1992). De facto, no interior das células o vanadio existira
essencialmente no estado de oxidagiao V(IV), podendo ser o responsavel pela inibi¢ao de varias
enzimas na forma de vanadilo. De facto, os ides vanadilo sio conhecidos como potentes
inibidores de enzimas que utilizam subtratos fosforilados (Cohen ez al., 1987). Ao contrario do
que sucede com o vanadato, o vanadilo é mais flexivel do ponto de vista estereoquimico,
podendo facilmente adoptar a estrutura bipiramidal do intermediario enzima-fosfato, através do
rearranjo da sua forma piramidal quadrada hidratada (Chasteen 7 a/., 1969).

O enzima desidrogenase da glucose-6-fosfato ¢ fortemente inibido pelo vanadilo,
competindo com os substratos NADP e glucose-6-fosfato, com uma constante de inibi¢ao, K;
igual a 49 e 52 uM, respectivamente (Cohen ez al., 1987). Este valor para a constante de inibi¢ao
esta de acordo com estudos efectuados com os enzimas fosfatase alcalina (Van Etten ez al., 1974)
e ribonuclease (Lindquist e# a/, 1973). Os enzimas tripsina e subtilisina, papaina e bromelaina,
pertencentes as proteases de serina e de cisteina, respectivamente, sio também inibidas pelo
V({IV), apresentando, contudo, constantes de inibicao da ordem dos 12 e 1 mM (Guerrieri ef al.,

1999).

IV.1.2 Inibigao das proteinas actina e miosina por espécies de vanadio(V) e (IV)

Os primeiros estudos sobre a inibi¢do de proteinas do sistema contractil pelo vanadato
surgiram no final da década 70 (Johnson & Taylor, 1978; Goodno, 1979), tendo sido
determinado que o V, inibia a miosina através da formagdo de um complexo miosina-ADP-
vanadato (M.ADP.V/)) bastante estével, o qual funciona como um andlogo do intermediario
miosina-ADP-fosfato (M.ADP.P;). O comportamento do complexo M.ADP.V/' foi analisado na
presenca de actina, tendo sido determinado que esta se liga de forma bastante fraca a este
complexo ternario, de forma semelhante ao que acontece na presenca de fosfato; de igual modo,
na presenca de actina a velocidade de dissociacdo tanto do P; como do V; do complexo siao
aumentadas, apesar da libertacio do vanadato ser muito mais lenta que a do fosfato (Goodno &
Taylor, 1982). Além disso, verificou-se que a espécie V; se liga no local de ligagdo do ATP, ou
perto deste (Ringel ez al., 1990).
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Estudos sobre o efeito do vanadato em fibras de musculo esquelético de coelho foram
conduzidos por Dantzig & Goldman (1985), tendo estes concluido que a presenga de V; inibia a
producdo de for¢a com uma ordem de grandeza superior a inibigdo observada para a actividade
da ATPase do subfragmento-1 de miosina estimulada por F-actina em solugao.

No entanto, s6 bastante mais tarde ficou demonstrado de forma inequivoca qual o papel
que outras espécies oligoméricas de vanadato possuiam na inibicdo da actividade ATPasica da
miosina, nomeadamente di-, tetra-, hexa- e decavanadatos (Ringel ¢z a/., 1990; Aureliano, 2000). A
interaccao das espécies oligoméricas, contrariamente a monomérica, nio depende da formagao
de um complexo ternario com o nucledtido no local activo. De facto, a espécie decamérica de
vanadato inibe a ATPase de miosina através da ligacio a backdoor deste enzima (Tiago et al.,
2004).

Cortizo et al. (1996) demonstraram que concentracoes de vanadato e vanadilo superiores
a 10 uM induziam altera¢Oes bastante significativas na morfologia celular, zz vivo, sendo as
alteracoes no citoesqueleto dependentes do estado de oxidag¢ao dos compostos de vanadio.

No entanto, de acordo com o conhecimento actual, nio existem estudos sobre o efeito
que a ligacdo a actina de diferentes espécies de V(V) e V(IV) promove na actividade do complexo
actomiosina. Torna-se, assim, fundamental caracterizar a estimulagdo da actividade da Mg-
ATPase de subfragmento-1 de miosina por F-actina, na presenca de solu¢oes de meta-,

decavanadato e vanadilo.

IV.1.3  Técnicas de  dispersio de luz  aplicadas ao estudo da

polimerizagdo/despolimerizagio da actina

O fenémeno de dispersio de luz ocorre quando o campo eléctrico da radiagdo
electromagnética incide numa determinada particula, induzindo oscilagdes periddicas na nuvem
electronica das suas moléculas constituintes, passando esta a funcionar como uma fonte
secundaria de radiacao (Cantor & Schimmel, 1980). Em Anexo encontra-se uma breve descricao
teorica desta técnica.

O estudo do mecanismo de ATPase do complexo actomiosina foi elucidado por
dispersdo de luz, baseado na observagao de que a intensidade da luz dispersa do complexo acto-
S1 ¢ superior ao somatério da dispersao de luz da actina e do S1 separadamente, e que este
aumento ¢ correlacionado linearmente com o aumento de S1 ligado ao filamento (White &

Taylor, 1976).
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Quanto ao decavanadato, este nio promove a dissociacio do complexo acto-S1,
aumentando, contudo, o tempo necessario para re-associar o S1 e a actina apés o consumo de
ATP adicionado, sendo este aumento dependente da concentracao de V,, (Tiago ez al., 2004).

Desde o primeiro uso extensivo por Wegner & Engel (1975), a técnica de dispersiao de
luz tem sido amplamente utilizada na caracterizaciao da actina, bem como na analise do equilibrio
entre a polimerizaciao e a despolimerizagao, uma vez que os filamentos de actina dispersam mais
luz do que os monémeros.. A Tabela IV.2 apresenta alguns dos estudos sobre a polimerizacao e
a despolimerizagao da actina, avaliadas por dispersio de luz, na presenca de diferentes

Ccompostos.

Tabela IV.II — Estudos sobre o equilibrio entre a polimerizagdo e a despolimerizacio da actina, na
presenca de diferentes compostos, avaliado por dispersao de luz.

Composto usado para avaliar o efeito na

e T e e e A arian Efeito produzido Referéncia bibliografica

Detergentes TX100, NP40 e CHAPS Inibem a polimerizacao

. ) L Ujfalusi-Pozsonyi et al., 2010
Detergente Brijs Estimula a polimerizacdo

Inibe a polimerizacao /

Peroxinitrito sintético (SIN-1) L Tiago et al., 2006
Promove a despolimerizacdo
GSSG. N.ao aI.tera~a pohmenz.a gao DalleDonne et al., 2003
GSS-Actina Polimerizagdo menos eficiente

Inibe a polimerizacao /

L DalleDonne et al., 2002
Promove a despolimerizacdo

Cloroamina-T

Inibe a polimerizacao /

Hodl A
Promove a despolimerizacdo

DalleDonne et al., 2001

Actualmente ndo existem estudos sobre a polimerizacio da G-actina ou a
despolimeriza¢do da F-actina, na presenca de espécies de vanadato e vanadilo, avaliada por
dispersao de luz, pelo que se torna aliciante recorrer a esta técnica para melhor elucidar quais os

efeitos promovidos pela ligagao do vanadio(V) e (IV) a actina.
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IV.2 Materiais e métodos

IV.2.1 Efeito na actividade Mg®*-ATP4sica de subfragmento-1 de miosina estimulada por

F-actina na presenga de vanadio

As actividades de estado estacionirio da Mg®*-ATPase de S1 foram determinadas
espectrofotometricamente, a 25 °C, usando o sistema de enzimas acoplados cinase do
piruvato/desidrogenase do lactato (PK/LDH), de acordo com o anteriormente desctito na
seccao 11.2.4.2. A F-actina foi adicionada ao ensaio com uma concentragao final de 2 pM, apods
incubacio com diferentes concentracdes de meta-, decavanadato e vanadilo, durante 20 minutos,
a 25 °C, a partir de solugoes concentradas (50 mM) ou diluidas 10 vezes, preparadas como se
descreve na seccao III.2.1. Os ensaios de actividade na presenca de vanadilo foram efectuados
anaerobicamente, numa camara de luvas (MBraun, modelo Unil.ab) com atmosfera de argon e
contamina¢ao maxima de O, inferior a 5 ppm.

Os dados foram tratados através do ajuste nao-linear dos minimos quadrados dos pontos
experimentais a equa¢ao de decaimento exponencial de primeira ordem (Eq. IV.1) usando o

™
0™

programa GraphPad 4.

y = YO'C(“k‘WD + Yimin (IV1>
onde y, corresponde ao valor de y quando a concentracdo de vanadio ([V]] ¢ igual a zero e k é a

constante de decaimento. O valor de IC;, é determinado por In 2/k.

IV.2.2 Medigao da polimerizagao e despolimerizagio da actina por dispersao de luz

Os estudos de dispersao de luz foram realizados, na sua totalidade, num
espectrofluorimetro  Jobin Yvon Horiba FluoroMax-3, com ambos os monocromadores
posicionados a 546 nm (Cooper & Pollard, 1982), sendo de 90° o angulo formado entre a luz
incidente e a luz emitida.

A despolimerizacao da F-actina (8 pM) foi monitorizada durante 2 horas apds adicao das
diferentes concentragcbes de meta-, decavanadato e vanadilo, em tempo real e com agitacio
continua. Considerou-se 1,00 (em unidades arbitrarias) a intensidade de sinal da F-actina antes da
adicdo de vanadio. No que a polimerizagdo diz respeito, esta foi avaliada adicionando a solugio

de polimerizacao (50 mM KCl e 1 mM MgCl,) a 8 uM G-actina, ap6s 20 minutos de incubagao
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com as diferentes espécies de vanadio(V) e V(IV). A reaccao foi seguida até se atingir um
patamar na intensidade da luz emitida, considerando 1,00 (em unidades arbitrarias) a diferenca
entre os sinais antes e depois da adi¢ao de polimerizagao, na auséncia de vanadio.

Em ambos os casos, a linha de base foi obtida a partir do sinal da solugao tampao 2 mM

Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, + 0,2 mM ATP.
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IV.3 Resultados e discussao

IV.3.1 Efeito do vanadio na actividade Mg”*-ATP4sica de subfragmento-1 de miosina

estimulada por F-actina

Os resultados obtidos por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, descritos
no capitulo III, permitiram concluir que ocorre interaccao entre a espécie decamérica de
vanadato e a actina, com base nas alteragoes das ressonancias dos sinais tipicos deste oligoaniao.
Com base nestes dados torna-se, entdo, fundamental avaliar se a fun¢ao fisiologica da actina, isto
¢, a capacidade de estimular a actividade ATP-asica de miosina durante o processo da contracgao
muscular, ¢ afectada na presenca de decavanadato. A incubagao de 2 uM F -actina com diferentes
concentragoes de meta- e decavanadato e a sua subsequente capacidade de estimular a actividade
Mg*"-ATPisica de S1 de miosina (0,05 mg ml"), foi analisada através do método de enzimas
acoplados cinase do piruvato/desidrogenase do lactato (PK/LDH) (ver secgao IV.2.1), tendo-se
verificado que a solugao de metavanadato nao promove mais do que 15 % de inibigdo para a
concentragdo maxima utilizada (50 puM). Por seu turno, o decavanadato é um inibidor
consideravelmente mais potente, diminuindo a estimulagiao pela F-actina em cerca de 70 %, com
um valor de ICy, (isto ¢é, a concentragao de decavanadato necessaria para produzir 50 % de
inibicao da actividade ATPasica estimulada por F-actina) igual a 8,04 * 1,49 uM decavanadato
(em vanadato total), ou seja, 0,80 + 0,15 uM V,, (Fig. IV.1A).

Uma vez que foi anteriormente demonstrado que, cerca de 20 minutos ap6s diluicio num
meio de reac¢ao (pH 7,5), uma solu¢ao de decavanadato contém apenas as espécies V, e V,, nas
concentragoes utilizadas (0-50 pM decavanadato, em wvanadato total), correspondendo a
concentragao desta ultima a 10 % da concentragio em vanadato total, e considerando que a
solucdo de metavanadato produziu apenas 15 % de inibicdo para a concentragdo maxima de
vanadato testada (IC,, = 7,08 £ 0,4 uM metavanadato), pode concluir-se que o efeito observado
na presenca da solucio de decavanadato se deve exclusivamente a espécie decamérica de
vanadato.

A regido da cabe¢a de miosina liga-se a dois mondémeros de actina, no filamento de F-
actina, no que se designa por locais de ligagdo primario e secundario. O local de ligacdo primario
¢ constituido por contactos com os dominios I e I de um monémero, envolvendo (i) a regiao N-
terminal e os residios acidicos 1-4 e 24-25; (ii) o /oop formado pelos residuos 332, 333, e 34; (iii)
um local hidrofébico contendo os residuos 144, 341, 345, 349 e 352; e (iv) um contacto com os
residuos 40 e 42 de um mondémero adjacente. O local de ligagao secundario encontra-se no

monoémero de actina subjacente, incluindo os residuos de aminoacido nas posi¢coes 79-92,
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localizados na regiao C-terminal, e os residuos 93, 95, 99 e 100 (Shetetline ef al, 1998). Assim,
pode sugerir-se que a espécie decamérica de vanadato provocara alteragdes na estrutura da F-
actina que conduzirdo a que estas zonas de ligacdo a miosina se encontrem modificadas.

Tal como se observa na Figura IV.1B, a incubagao de F-actina com VOSO,, no intervalo
de concentragdes utilizado (0-50 uM), provoca uma diminui¢ao de cerca de 20 % na capacidade
que esta proteina tem de estimular a ATPase de S1 de miosina, sendo o valor de 1C;, para esta

reac¢io de inibicao de 3,77 £ 0,5 uM VOSO,.
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Figura IV.1 — Inibicdo da actividade Mg?"-ATPasica de S1 de miosina (0,5 mg/ml) estimulada por 2 pM
F-actina na presenca de (A) meta- e decavanadato ou (B) VOSOy4, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaCl ¢ 2 mM ATP, a 25 °C. Quantificacio pelo método de enzimas acoplados, cinase do
piruvato/desidrogenase do lactato (PK/LDH), de acordo com o desctito na secgdo 11.2.4.2 do Capitulo
II. Os valores sio expressos em percentagem, considerando 100 % a actividade obtida na auséncia de
vanadio. Os dados experimentais foram ajustados com a equagdo IV.1 apresentada na seccio IV.2.1.

Uma vez que o oxovanadio(IV) conduz apenas a uma ligeira diminuigao na actividade
Mg**-ATP4sica de ST de miosina estimulada por F-actina, apesar da forte evidéncia da sua ligacao

a actina, obtida por espectroscopia de RPE, tal como descrito no capitulo anterior, pode

107



Susana Ramos, 2011

predizer-se que o vanadilo se ligard a actina em locais que nao alteram de forma significativa a
conformacao da F-actina e a sua capacidade de interagir com o subfragmento-1 de miosina.

Além disso, ¢ de referir que, em ambos os casos, a inibicdo ¢ atingida em menos de 15
segundos, demonstrado pela linearidade da cinética da actividade ATPasica apos
homogeneiza¢ao manual, desde o ponto inicial até um periodo superior a 10 minutos.

Sabendo que o anido HV,;O,,” possui um valor de pK, de 6,14 (Petterson e al.,, 1983), os
ensalos experimentais foram também realizados a pH 6,0, em 2 mM MES, 0,2 mM CaCl,, 0,2
mM ATP, tendo-se obtido um valor de IC,; = 0,52 £ 0,06 mM uM V10 (Tabela IV.3). Deste
modo, os anides HV,,O,;” e V,,0," parecem possuir afinidades semelhantes para a F-actina,
bem como efeitos inibitorios idénticos na estimulacao da ATPase de miosina pela F-actina, nas

condi¢oes em que os estudos foram realizados.

Tabela IV.III — Efeito do pH na actividade Mg?"-ATPasica de S1 de miosina (0,05 mg ml') estimulada
por 2 uM F-actina tratada com diferentes concentracoes de decavanadato ([Decavanadato]we = 5 mM),
em 2 mM MES (pH 6,0) ou 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaClz , 0,2 mM ATP, a 25 °C, durante 20
minutos. Quantificacio pelo método de enzimas acoplados (PK/LDH), de acordo com o desctito na
seccdo IV.2.1. Os resultados apresentados sao a média de trés ensaios experimentais independentes.

Tampio pH 1Cs0 (M) (V1)
2 mM MES 6,0 0,52+ 0,06
2 mM Tris 7,5 0,80 +0,15

A actividade Mg®*-ATP4sica da miosina estimulada por F-actina tratada com com outros
metais foi anteriormente avaliada (dos Remédios & Barden, 1977), tendo sido verificado que uma
concentragao de gadolinio Gd(III) 15 vezes superior a de F-actina nao conduzia a qualquer
alteracdo significativa na estimulacio do ATPase de miosina, a semelhanga do agora observado
para o metavanadato e para o vanadilo, sendo que a razio vanadio:F-actina no presente estudo é

de 25:1 para a concentracao de V(V) e (IV) maxima testada (50 uM).

IV.3.2 Efeito de vanadio na polimerizagao e despolimerizagdo de actina

Considerando que no interior das células a quantidade de F-actina resulta de um equilibrio
entre a polimerizagdo e a despolimerizagdo da actina, determinou-se qual o efeito que as
diferentes espécies de vanadio provocam na capacidade da G-actina polimerizar em filamentos
de F-actina. Verificou-se a dependéncia linear entre a intensidade da luz dispersa e a

concentragao de G-actina em solugdo, para uma concentra¢io maxima de 9 uM G-actina (dados
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niao apresentados), pelo que as alteracdes na intensidade da dispersio de luz podem ser
convertidas em quantidade de F-actina polimerizada, em unidades arbitrarias, considerando a
intensidade do sinal da G-actina. Na Figura IV.2 encontra-se representada a cinética tipica da

polimerizagao da G-actina, na auséncia de vanadio.
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Figura IV.2 — Cinética tipica da polimerizacdo da G-actina (8 pM) na auséncia de decavanadato, obtido
por dispersio de luz, monitorizada a 90° em relacdo a luz incidente, num espectrofluorimetro com ambos
os monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o descrito na seccio IV.2.2.

Na presenca de decavanadato no intervalo de concentragoes utilizado (0-8 mM) verifica-se
a completa inibi¢ao da polimerizagao da G-actina (Fig. IV.3). Pela anilise do ajuste nao-linear dos
minimos quadrados dos dados experimentais a uma equa¢ao de decaimento exponencial de 2°
ordem, obtiveram-se os valores de 1C;, de 0,17 £ 0,02 ¢ 3,7 £ 0,72 mM decavanadato, ou seja, 17
+ 2e373 =72 uM V,, respectivamente. Contrariamente, concentragoes de metavanadato até 2
mM nao conduzem a qualquer efeito na polimerizacio da G-actina. Para concentra¢oes de
metavanadato compreendidas entre 2 e 8 mM, observa-se uma acentuada diminui¢do na
capacidade de formagao de filamentos pela G-actina, atingindo-se 50 % de inibi¢do para 4 mM
metavanadato (em vanadato total) (Fig. IV.3). Uma vez que se sabe que o aumento da
concentragao de metavanadato favorece o aparecimento em solu¢ao das espécies oligoméricas de
vanadato, pode concluir-se que o efeito promovido pelas solugoes de metavanadato com
concentragoes superiores a 2 mM se deve, essencialmente, ao aparecimento em solucio de
espécies de polivanadios, nomeadamente a espécie tetramérica de vanadato, cuja concentragao

aumenta de forma significativa, tal como demonstrado no capitulo anterior.
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Figura IV.3 — Extensdo da polimerizacdo da G-actina (8 pM), induzida por 100 mM KCI, 2 mM MgCl,,
na presenca de meta- (A) e decavanadato (M), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM ATP.
Os dados foram obtidos a partir da intensidade da dispersdao de luz, monitorizada a 90° em relacdo a luz
incidente, num espectrofluorimetro com ambos monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com

o descrito na sec¢io IV.2.2.

Combeau & Carlier (1988) demostraram que concentra¢oes de ortovanadato até 2 mM
promovem o aumento das interac¢des actina-actina, de modo semelhante ao fosfato inorganico.
Contudo, o aumento da concentracdo de vanadato (2-20 mM) provocara alguma deformagao na
molécula de actina, resultando o acumular destas na destabilizacdio da estrutura do filamento, o
que esta de acordo com os resultados agora apresentados. De facto, sabe-se que concentragoes
de ortovanadato superiores a 2 mM promovem o aparecimento em solu¢do de outras espécies
oligoméricas, podendo o efeito observado por estes autores dever-se a sua presenca.

Uma vez que se havia verificado, por espectroscopias de UV-vis e de RMN, que a
presenca de ATP no meio prevenia o aumento da estabilidade da espécie decamérica de vanadato
na presenca de G-actina, bem como diminuia a intensidade da interac¢ao entre o V,, e a actina,
respectivamente, torna-se fundamental averiguar, de igual modo, qual o efeito que a adigdo de
ATP (1 mM) provoca na capacidade da G-actina polimerizar. Verificou-se que a presencga deste
nucleétido em solugiao reverte completamente o efeito inibidor da polimerizagaio da G-actina
pelo meta- e decavanadato, nas concentragoes utilizadas (0-8 mM) (dados nao apresentados).

Pode, assim, ser sugerido que a espécie decamérica de vanadato inibe a polimerizagao da
G-actina através de um mecanismo que envolvera (i) o local de ligacio do ATP, (if) um local
perto deste ou (iif) um local cuja conformagao ¢ alterada apds a ligacdo do substrato (efeito
alostéreo). Inibindo a polimerizagdo da G-actina, o vanadato decamérico previne a formacao dos
microfilamentos e, em ultima instancia, a estimulacdo da actividade Mg%—ATPésica de S1 de

miosina.
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Tendo-se verificado que na auséncia de vanadio a F-actina ndo sofria despolimerizagao
no intervalo de tempo em que as experiéncias foram realizadas (cerca de duas horas), e
considerando que esta se encontrava completamente polimerizada antes da adi¢ao das diferentes
espécies de vanadio (1,00 em wunidades arbitrarias), foi possivel quantificar o grau de
despolimeriza¢do que esta sofria na presenca de vanadatos e vanadilo, através da diferenca das
intensidades dos sinais antes e depois da adi¢ao de meta-, decavanadato e vanadilo. A titulo de
exemplo apresenta-se uma cinética tipica da despolimeriza¢ao da F-actina obtida por dispersao

de luz (Fig. IV 4).
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Figura IV.4 — Cinética tipica da despolimerizagdo da F-actina (8 uM) na presenca de 8 mM decavanadato
(em vanadato total) obtido por dispersio de luz, monitorizada a 90° em relacdo a luz incidente, num
espectrofluorimetro com ambos monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o descrito na
seccao IV.2.2.

Como se pode observar no grafico da Figura IV.5, o efeito promovido pelos vanadatos
na despolimeriza¢ao da F-actina ¢ muito menos acentuado que na polimeriza¢io da G-actina. De
facto, verifica-se que as concentragdes de meta- e decavanadato utilizadas (0-8 mM) promovem
apenas 20 e 35 % de despolimerizagdo da F-actina, respectivamente, sendo os valores de 1C;,
para esta reac¢ao de 2,7 + 0,3 mM metavanadato e 1,40 * 0,09 mM decavanadato, ou seja, 140 *

9uM V.

111



Susana Ramos, 2011

- 1.0

<

3

8 0.8

5 i -
= 0.6

£

E 0.4 M Decavanadato
8

o 0.2 A Metavanadato
[}

b3

wo0.0 ]

0 2 4 6 8
[Vanadato] (mM)

Figura IV.5 — Efeito de meta- (A) e decavanadato (M) na despolimerizacio da F-actina (8 uM), em 2
mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM ATP. Os dados foram obtidos a partir da intensidade da
dispersao de luz, monitorizada a 90° em relaciao a luz incidente, num espectrofluorimetro com ambos

monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o descrito na secgiao IV.2.2.

Em estudos anteriores (Combeau & Carlier, 1988) foi demonstrado que concentragoes de
ortovanadato compreendidas entre 1-2 mM promoviam uma diminui¢io na concentragao critica
da ADP.F-actina, indicativo da estabilizacio dos filamentos, sendo esta semelhante a observada
para as mesmas concentragoes de fosfato inorganico. O aumento da concentracio de
ortovanadato entre 2 e 20 mM, por seu turno, provoca uma destabilizagio progressiva do
filamento, demonstrado pelo grande aumento na concentragao critica.

Uma vez que a presen¢a de decavanadato promove apenas uma ligeira despolimeriza¢ao
da F-actina, a acentuada inibicdo da actividade Mg®*-ATP4sica de S1 de miosina estimulada por
F-actina tratada com diferentes concentracoes de decavanadato tera que ser, obrigatoriamente,
explicada por outras alteragdes no filamento de actina, que nao apenas a sua despolimerizagao.

Em relacdao ao vanadio(IV), os resultados apresentados na Figura IV.6 permitem inferir
que a polimeriza¢ao da G-actina é completamente inibida na presenca de 500 uM VOSO, Os
dados experimentais foram ajustados com duas equag¢bes de decaimento exponencial de 1%
ordem, originando valores de IC,, de 15,1 * 0,3 e 335,8 £ 6,3 uM VOSO, para a extensiao da
polimerizagao da G-actina. Por seu turno, o VOSO, nao produz alteragoes significativas na
despolimerizagdo da F-actina, para o intervalo de concentragées utilizado (0-500 uM), tendo-se
verificado, inclusivé, um ligeiro aumento na intensidade da luz dispersa, o que pode ser explicado
pela clivagem do polimero em fragmentos de menores dimensoes. Uma vez que nio se verifica
uma diminuigio significativa da actividade Mg*"-ATPasica de S1 de miosina estimulada por F-
actina tratada com VOSO,, pode concluir-se que estes fragmentos possuem, ainda, capacidade de
interagir com o subfragmento-1 de miosina. Deste modo, a ligacio do oxovanadio(IV) a F-actina

ocorrera num dominio da proteina que nao estara implicado na ligagdao a miosina.
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Figura IV.6 — Extensdo da polimerizacio da G- (ll) e F-actina (&) (8 uM), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5),
0,2 mM CaCl; = 0,2 mM ATP, na presenca de diferentes concentragdes de VOSOs. A polimerizagdo da
G-actina foi induzida por 100 mM KCI, 2 mM MgCl,. Os dados foram obtidos a partir da intensidade da
dispersao de luz, monitorizada a 90° em relacdo a luz incidente, num espectrofluorimetro com ambos

monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o descrito na secgiao IV.2.2.

A polimerizagao da G-actina 7z vitro foi estudada na presenca de outros metais,
considerados como nao-essenciais nos sistemas biolégicos, como gadolinio (dos Remédios &
Barden, 1977), litio (Pan & Ware, 1988; Colombo ¢z al., 1991a e 1991b) e cadmio (DalleDonne e#
al., 1997). Quando a razao Gd:G-actina ¢ igual a 4, ndo se observam quaisquer altera¢Oes na
polimeriza¢do, enquanto que uma razio Gd:G-actina = 9 promove a sua completa inibi¢ao (dos
Remédios & Barden, 1977). Resultados semelhantes foram obtidos para o cadmio: para
concentracdes de Cd™* compreendidas entre 0,25 e 0,5 mM, a actina polimeriza de forma mais
eficiente, por comparagio com a adi¢io dos ides Ca*" e Mg®*, enquanto que para 1 mM CdCl,, a
percentagem de actina polimerizada diminui para cerca de 50 e 30 % do observado para a mesma
concentragao de CaCl, e MgCl,, respectivamente (DalleDonne e /., 1997). No que a F-actina diz
respeito, este metal, a semelhanca do vanadato e do wvanadilo, nio produziu alteragoes
significativas na sua despolimerizagdo. Por seu turno, o litio é um forte indutor da polimerizagao
da G-actina (Pan & Ware, 1988; Colombo ¢7 al, 1991a e 1991b), contrariamente a qualquer uma

das espécies de vanadio agora usadas.
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IV.4 Conclusoes

As espécies de vanadio V(IV) e V(V) afectam a fungio da actina. De facto, a incubagao
de F-actina com concentracdes de decavanadato compreendidas entre 0-50 uM conduz a uma
inibicdo da estimulacio da actividade Mg”*-ATPasica do subfragmento-1 de miosina em cerca de
70 %, o que indica, de forma inequivoca, que a espécie decamérica de vanadato tem um efeito
pronunciado no mecanismo de hidrélise de ATP pelo complexo actomiosina.

No que ao efeito no equilibrio G-actina/F-actina diz respeito, verificou-se que 8 mM
decavanadato inibe por completo a polimerizagao da actina, sendo este efeito completamente
revertido aquando da adicao concomitante de ATP ao meio reaccional. Estes dados permitem
concluir que o decavanadato se ligara a G-actina através de um mecanismo que envolvera (i) o
local de ligacao do ATP, (ii) um local perto deste ou (iii) um local cuja conformagio ¢ alterada
apos a ligacao do substrato.

Por seu turno, o vanadilo, apesar de inibir o ATPase do subfragmento-1 de miosina
estimulado por F-actina em apenas 20 %, tem um efeito bastante pronunciado no que a
polimerizagcao da G-actina diz respeito, apresentando-se como um inibidor mais potente que a
espécie decamérica de vanadato, por comparagao dos valores de 1C;, obtidos.

No entanto, tanto o decavanadato como o vanadilo nio promovem nenhum efeito
consideravel na despolimerizagdo da F-actina, pelo que pode ser sugerido que a alteragao da
conformacao dos filamentos aquando da formacdo do filamento é tal que o local de ligagao
destas espécies de vanadio fica menos acessivel para se ligar de forma eficiente.

De forma semelhante ao anteriormente observado por espectroscopia de RMN, o
metavanadato nio provoca nenhum efeito consideravel, tanto na capacidade de estimulagdo de
ATPase-S1, como no equlibtio polimetiza¢ao/despolimetizacio.

Por conseguinte, e considerando os dados acima apresentados, torna-se fundamental
analisar de que forma a presenca das diferentes espécies de vanadio alteram a estrutura da actina,
permitindo explicar os efeitos agora observados e estabelecer quais os locais de ligagdo do V(V) e

V(IV), o que sera apresentado no préximo capitulo.
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Capitulo V. Efeito de vanadio na estrutura de actina

Considerando as alteracoes funcionais que as diferentes espécies de vanadio V' (I1V') e V(1) produgem na
actina, que foram analisados em pormenor no capitulo anterior, torna-se fundamental caracterizar as modificacoes
estruturais da proteina que lhes estao subjacentes.

Para tal, neste capitulo, e com recurso a espectroscopia de fluorescéncia, determina-se qual o efeito que as
solugoes de vanadato, decavanadato e vanadilo produgem na fluorescéncia intrinseca da actina, no local de ligacao
de nucledtidos e na superficie hidrofobica da proteina. Além disso, analisa-se o estado redox dos residnos de
cisteina e a possivel redugao concomitante das espécies de vanadato, avaliada por espectroscopia de RPE. As

. ~ . . ~ . . , . 1
modificacies estruturais de actina sao, posteriormente, avaliadas também por espectroscopia de " H-RMN.

V.1 Introdugao

V.1.1 Espectroscopia de fluorescéncia aplicada ao estudo da estrutura da actina e

supressao de fluorescéncia intrinseca na presenga de vanadio

A fluorescéncia tem sido amplamente usada como uma ferramenta no estudo da estrutura
e dinamica moleculares, devido a elevada sensibilidade das técnicas fluorimétricas e a
especificidade das caracteristicas de fluorescéncia consoante o microambiente em que se
encontra o fluoréforo, permitindo esta dltima a obtencao de informagao espacio-temporal
relativa a0 sistema em analise. De facto, a emissdo de fluorescéncia de uma determinada molécula
depende de varios parametros, tais como valor de pH, pressdo, viscosidade, temperatura,
supressores de fluorescéncia, entre outros (Valeur, 2002). Adicionalmente, o espectro de
fluorescéncia de uma molécula ¢ mais sensivel ao meio envolvente do que o espectro de
absorcido, uma vez que a absor¢ao ocorre mais rapidamente do que uma vibragao molecular.

Os fluoréforos podem dividir-se em trés classes: (i) intrinsecos; (ii) extrinsecos, ligados
covalentemente; e (iii) extrinsecos, em associa¢cao nao-covalente (como, por exemplo, o e-ATP e
o ANSA, usados neste trabalho e descritos em pormenor nas secgoes seguintes).

Os grupos indolo dos residuos de triptofano (Trp) constituem-se como sondas
fluorescentes intrinsecas das proteinas e tém sido amplamente utilizados na elucidagao da
estrutura proteica. Tal deve-se a grande sensibilidade para as diferentes condi¢oes do seu
ambiente quimico e particularidades da sua localizacio relativa na proteina que os seus
parametros de fluorescéncia apresentam, como por exemplo, () a posicio do espectro, (ii) o
rendimento quantico, (iif) anisotropia, entre outras caracteristicas. De facto, a posicio do
espectro de fluorescéncia dos residuos de Trp ¢é principalmente determinada pela sua

acessibilidade ao solvente — os residuos que se encontram inacessiveis ao solvente possuem
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espectros de fluorescéncia com uma banda predominante na zona do azul (c.d.o. mais curtos),
enquanto os que se encontram expostos se encontram deslocados para a regido do vermelho
(c.d.o. mais longos).

A fluorescéncia intrinseca da actina encontra-se amplamente caracterizada (Lehrer &
Kerwar, 1972; Turoverov & Kuznetsova, 2003; Thomas e al, 2009), tendo sido ja possivel
desconvoluir a contribuicao dos diferentes residuos de Trp para a fluorescéncia intrinseca desta
proteina (Kuznetsova et al, 1999; Doyle et al, 2001), bem como o estado de folding/ unfolding
induzido por diferentes compostos (Turoverov et al., 1999 e 2000).

Por outro lado, diversos estudos tém permitido observar que o vanadio pode actuar como

um supressor efectivo da fluorescéncia intrinseca de diferentes proteinas (Tab. V.II).

Tabela V.I — Espécies de vanadio responsaveis pela supressao intrinseca de diferentes proteinas.

Espéci «di wvel pel -

Proteina specie vanacio res;ﬁaon'sa.ve !)e a spressao Referéncia bibliografica

de fluorescéncia intrinseca
Fosfatases de tirosina Na,[VO(Glu)s(CH;0H)] Luetal., 2010
(Glu = glutamato)
szV(lz
Transferrina humana Duetal., 2008
(Cp= nS_CSHS)
Proteinas membranares de eritrdcitos
! o Vi Zhang & Wang, 1999

humanos
Subfragmento-1 de miosina Vig Tiago et al., 2002
Trifosfatase de ARN Vig Bougie & Bisaillon, 2006

O efeito do vanadio na fluorescéncia intrinseca da actina nao foi, até ao presente, ainda
descrito pelo que se torna fundamental proceder a esta caracterizagdo, a qual permitira esclarecer
quais as modificagdes estruturais que ocorrem na presenca de vanadato, decavanadato e vanadilo.
Estas, prediz-se, encontrar-se-do intimamente ligadas as alteracbes funcionais anteriormente

descritas.

V.1.2 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de 'H aplicada ao estudo da

estrutura da actina

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H ('H-RMN) tem sido
extensivamente usada na analise estrutural e functional da actina (Cozzone e/ al., 1974; Highsmith
et al, 1979; Highsmith & Jardetzky, 1980; Barden ez a/, 1980, 1983 e 1989; Barden & dos
Remédios, 1984; Barden & Kemp, 1987; Trayer ¢ al., 1987; Heintz ez al., 1996; Kany et al., 2002).
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De facto, a distincia de 16 A entre os locais de ligacio de nucleétidos e de alta afinidade
para catides divalentes foi estabelecida recorrendo a esta técnica espectroscopica (Barden ez al.,
1980; Barden & dos Remédios, 1984). Segundo estes autores, os protoes da adenosina do ATP
ligado sdo mobilizados pela adi¢iao de concentragdes equimolares de Gd™* ou Lu’* a actina, nio
se verificando, por outro lado, qualquer alargamento das ressonancias do ATP. O aumento da
concentragio de Gd’* provoca o aumento progtessivo das intensidades dos picos dos protdes da
adenosina, o que indica que, na presenca deste lantanideo, o nucledsido, geralmente ligado a
actina de forma rigida, se encontra agora a precessar de forma relativmente livre. Foi, ainda,
proposto que o local de ligagao de catides se encontrasse associado aos primeiros 12 residuos da
estrutura primaria da actina (Barden & dos Remédios, 1984).

Adicionalmente, verificou-se que a polimeriza¢do da ATP-G-actina, conseguida através do
aumento da forca i6nica do meio reaccional, produz a supressio da maioria dos sinais de 'H-
RMN. Contudo, os filamentos de F-actina apresentam sinais com larguras de linhas
relativamente pequenas, indicativo da existéncia de residuos com alguma mobilidade, visiveis por
RMN de 'H, na estrutura macromolecular da proteina (Slésarek ef al, 1994). Posteriormente,
identificaram-se estes residuos moveis como sendo a regido N-terminal da actina e as duas
primeiras cadeias enroladas em folha-f existentes nesta regido (Heintz e al., 1996).

Foram também realizados estudos de 'H-RMN sobre a interac¢io entre a actina e a
miosina. Os sinais correspondentes ao residuo IN-trimetil-alanina, presente na regiao N-terminal
da cadeia leve essencial LC1 de miosina podem ser observados recorrendo a esta técnica
espectroscopica, sendo estes suprimidos ap6s a ligagao do subfragmento-1 de miosina a F-actina.
Tal sugere que a regidao N-terminal da cadeia LC1 se liga a actina filamentosa (Henry ez a/, 1985).

O efeito de ortovanadato na ligacao da miosina a actina foi, de igual modo, avaliado por
'H-RMN. O complexo ADP.VO,” é mais estivel que o complexo ADP.PO,”, pelo que a sua
ligagdo a miosina permitira simular uma interac¢ao fraca entre a miosina e a actina. De facto, na
presenca de ADP.Vi, obtém-se os sinais de RMN tipicos da miosina livre em solugdo. Verificou-
se, também, que os sinais correspondentes a regiao N-terminal da actina nao sofrem qualquer
alteracdo na presenca de vanadato (Kany ez a/., 2002).

No entanto, ndo se encontra descrito qualquer estudo exaustivo sobre a interacgdo de
outras espécies de vanadato e vanadilo e a actina, analisada por 'H-RMN, pelo que se torna
essencial o recurso a esta técnica espectroscopica para elucidar possiveis alteragoes estruturais

desta proteina na presenca de vanadio.
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V.2 Materiais e métodos

V.2.1 Medigbes da fluorescéncia intrinseca da actina na presenga de vanadio

Os espectros de fluorescéncia intrinseca de G- e F-actina (5 uM) na presenga de diferentes
concentracoes de vanadio, em 2 mM Tris-HCI, 0,2 mM CaCl, = 0,2 mM ATP, foram obtidos
para um intervalo de emissao compreendido entre os 300 e os 400 nm, apds excitagao das
amostras a 295 nm. Os espectros foram adquiridos num espectrofluorimetro (BioLogic, MOS-
250), com uma fenda espectral de emissio e de excitagao de 5 nm e uma velocidade de
varrimento de 125 nm s™', a uma temperatura de 25 °C. Os ensaios na presen¢a de VOSO, foram
realizados anaerobicamente numa camara de luvas (MBraun, modelo Unil.ab), com atmosfera de
argon, sendo a concentracao de O, no seu interior inferior a 5 ppm. Todas as solu¢bes foram
desarejadas com azoto gasoso.

Sempre que se verificou a supressio (quenching) de fluorescéncia intrinseca da actina na
presenca das diferentes espécies de vanadio, recorreu-se a equagao de Stern-Volmer (Eq. V.1), de

modo a determinar os valores das constants K, e k:

Fy/F =1+ Ku[Q] =1+ k1,[Q] (Eq. V.1)

onde F; e F correspondem a intensidade da fluorescéncia antes e depois da adi¢ao do supressor
(Q), Ky representa a constante de supressao efectiva, sendo dependente tanto do tempo de vida

antes da adi¢ao do supressor (T,) como da constante bimolecular da reaccao de supressio (k).

V.2.2 Analise da troca de ATP no local de ligagao de nucledtidos da actina na presenga

de vanadio

A concentracao de ATP livre na solucio de G-actina foi diminuida através de uma dialise
da proteina, a 4 °C, durante cerca de 12 horas, contra uma solugao contendo 2 mM Tris-HCI (pH
7,5), 0,2 mM CaCl, e 20 uM ATP, tal como anteriormente descrito (DalleDonne ¢# a/., 2002). A
incorporagao de &-ATP no local de ligagio de nucleétidos da G-actina (5 uM) foi obtida
adicionando esta sonda fluorescente a0 meio reaccional, com uma concentracao final de 0,2 mM.
Torna-se possivel acompanhar esta incorpora¢io através do aumento da intensidade de
fluorescéncia a um comprimento de onda de 410 nm apds excitagao a 350 nm, atingindo-se o

maximo de intensidade 20 minutos ap6s a adi¢ao do e-ATP. Os espectros foram adquiridos num
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espectrofluorimetro (BioLogic, MOS-250), com uma fenda espectral de emissao e de excitagao
de 5 nm e uma velocidade de varrimento de 125 nm s, 2 uma temperatura de 25 °C. Os ensaios
na presenca de VOSO, foram realizados anaerobicamente numa camara de luvas (modelo
UnilLab) com atmosfera de argon e uma concentracio de 0, no seu interior inferior a 5 ppm,
tendo sido todas as solugdes desarejadas com azoto gasoso.

A troca entre o &ATP e¢ o ATP nio-marcado é monitorizada pela diminuicaio da
intensidade de fluorescéncia que ocorre quando o ATP fluorescente ¢ libertado para o meio
reaccional, ap6s adigdo de ATP nao-marcado em excesso (1 mM). A velocidade de troca de
nucledtido na auséncia e na presenca de diferentes espécies de vanadio foi determinada através
do ajuste nao-linear dos pontos experimentais a uma equagao de decaimento exponencial de
primeira ordem, através do programa GraphPad®. A intensidade de fluorescéncia foi expressa em

percentagem, considerando 100 % a intensidade do sinal da e-ATP-G-actina nativa.

V.2.3 Determinagdo da superficie hidrofébica da actina na presenga de vanadio

A superficie hidrofébica de G- e F-actina foi determinada de acordo com o descrito por
Chao et al. (1997). As formas globular e filamentosa (9 uM) foram incubadas com as diferentes
espécies de vanadio (metavanadato, decavanadato e vanadilo), em 2 mM Tris-HCI, 0,2 mM CaCl,
T 0.2 mM ATP, a 25 °C, durante 20 minutos. Apos este periodo, a sonda fluorescente ANSA
(do ingles, 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic acid, icido 8-anilino-1-naftalenosulfénico) (200 uM em 1 M
NaOH) foi adicionada ao ensaio e as amostras incubadas durante 45 minutos, a 37 °C. A ligagdao
da sonda ANSA a superficie hidrofébica da actina foi monitorizada para comprimentos de onda
compreendidos entre os 400 e os 600 nm, apds excitagdo das amostras a 370 nm, subtraindo o
espectro de emissaio do ANSA na auséncia de proteina daquele obtido na sua presenga. Os
espectros foram adquiridos num espectrofluorimetro (BioLogic, MOS-250), com uma fenda
espectral de emissio e de excitacio de 5 nm e uma velocidade de varrimento de 125 nm s™, a
uma temperatura de 25 °C. Os ensaios na presenga de VOSO, foram realizados anaerobicamente
numa camara de luvas (MBraun, modelo UnilLab), com atmosfera de argon e uma concentrag¢ao
de O, no seu interior inferior a 5 ppm, tendo sido todas as solu¢oes desarejadas com azoto
2as0s0.

A intensidade de fluorescéncia foi expressa em percentagem, considerando 100 % o sinal
correspondente a intensidade de fluorescéncia de ANSA na presenca de actina no seu estado
nativo (i. e., na auséncia de espécies de vanadio no meio reacional), e sabendo que esta sonda

fluorescente se liga apenas as zonas hidrofébicas das proteinas (Chao et al., 1997).
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V.2.4 Efeito de filtro interno

As solugoes de vanadilo, metavanadato e, em especial, as de decavanadato absorvem, de
forma significativa, em alguns dos comprimentos de onda usados nas experiéncias acima
descritas, realizadas com recurso a técnica de espectroscopia de fluorescéncia (Tiago ez al., 2002).
Enquanto as solugoes de metavanadato nao absorvem para comprimentos de onda na regiao do
visivel, o decavanadato possui picos de absorvéncia a 365 e 400 nm, devido a presenca das
espécies decaméricas de vanadato, tal como descrito no Capitulo I11.

Como tal, em todas as experiéncias de fluorescéncia foi necessario corrigir os efeitos de
filtro interno, uma vez que estas absor¢des podem atenuar as intensidades de excitacao e emissao
observadas. Deste modo, preparou-se uma solugao de triptofano com a mesma absorvéncia que
a solucdo de 9 uM actina, ao comprimento de onda de excitacao (A,,), sendo esta titulada com as
solucbes de meta-, decavanadato e vanadilo. Com os valores obtidos, recorreu-se a equacao V.II
(Lakowicz, 2006), de modo a corrigir a intensidade de fluorescéncia:

F.. = F,., antilog [(Abs,, + Abs,,)/2] (Eq. V.II)

cofr

onde F_,, e F, correspondem, respectivamente, as intensidades de fluorescéncia corrigida e

corr S

observada, Abs, e Abs,, sdo as absorvéncias aos comprimentos de onda de excitagio e de

€emissao.

V.2.5 Quantificagiao de residuos de cisteina de actina reduzidos na presenga de vanadio

O procedimento que se descreve em seguida foi originalmente descrito por Gutiérrez-
Martin e al., (2004) e consiste na reac¢ao entre os grupos tiol reactivos das proteinas e o reagente
de Ellman, ou DTNB (do ingles, 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoic acid; acido 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzodico)), formando-se uma ligagdo perssulfureto (-SS-) entre a proteina e o anido 3-
carboxilato-4-nitrotiofenolato (CNT), o qual apresenta um maximo de absorvéncia a um
comprimento de onda de 412 nm (Robyt & White, 1990). Deste modo, e apds a incubagdo com
as diferentes espécies de vanadio, o nimero de residuos de cisteina reduzidos ¢ determinado
através da medicdo da absorvéncia do anido CNT que se encontra ligado aos grupos -SH, uma
vez que a estequeometria de reac¢ao entre grupos sulfidrilo e DTNB para formar CNT é 1:1.

Deste modo, ap6s incubacdao de G- e F-actina (2 uM) com as diferentes concentragoes de
metavanadato, decavanadato e VOSO, (em 2 mM Tris-HCl, 0,2 mM CaCl, + 0,2 mM ATP, a 25
°C, durante 20 minutos), adicionou-se a0 meio reaccional 50 mM de tampao KH,PO,/K,HPO4
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(pH 7,2) + 1 mM DTNB, e deixou-se reagir durante cerca de 5 minutos, o que permite
quantificar os residuos de cisteina expostos ao solvente (cisteinas “rapidas”). De seguida,
adicionou-se 1 % SDS (p/V), o qual provoca a desnaturagao da actina e, consequentemente,
conduz a exposicao ao solvente dos residuos de cisteina que se encontram no interior
hidrofébico da proteina, os quais ficam assim possibilitados de reagir com o DTNB (cisteinas
totais).

O numero de residuos de cisteina reduzidos, “rapidos” e totais, por molécula de actina
tratada com as diferentes espécies de vanadio foi determinado através dos valores de absorvéncia
a um comprimento de onda de 412 nm registados aquando das adigdes de DTNB e SDS,
respectivamente, a0 meio reaccional, utilizando um coeficiente de extingao molar de 10 900 mM!

cm’' (determinado para as condigdes experimentais utilizadas).

V.2.6 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H de actina na presenga de

vanadio

Os espectros de 'H-RMN de actina, na auséncia e na presenca de diferentes espécies de
vanadio (em 2 mM Tris-HCl, 0,2 mM CaCl, £ 0,2 mM ATP), foram adquiridos a uma
temperatura de 298 K num espectrometro Bruker Avance III 600 MHz equipado com uma
criosonda TCI-Z e uma unidade de controlo de temperatura. Por espectro acumularam-se 256
FIDs (do inglés, free-induction decays), com uma pausa entre scans de 1,5 s. A ressonancia da agua foi
suprimida usando a sequéncia de pulsos ggesgp, na qual se obtém a supressao do solvente através
de pulsos a 180° selectivos para a agua. Os espectros foram processados usando o programa
TOPSPIN 2.0 (Bruker), multiplicando as FIDs por uma fun¢do de janela exponencial com
largura de linha de 10 Hz.
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V.3 Resultados e discussao

V.3.1 Supressao da fluorescéncia intrinseca da actina por vanadio

A fluorescéncia intrinseca dos residuos de triptofano de uma determinada proteina permite
obter informacoes relevantes sobtre a sua estrutura e dindmica, bem como o seu folding/ unfolding
(Turoverov, 2003). Como tal, e com base no facto da fun¢ao da actina ser amplamente inibida na
presenca de diferentes espécies de vanadio, tanto ao nivel da sua capacidade de estimular a
actividade do ATPase de subfragmento-1 de miosina como no equilibrio entre a forma
monomérica e filamentosa, torna-se essencial determinar que alteragdes estruturais ocorrerao na
presenca de diferentes espécies de vanadato e de vanadilo.

Como se pode observar na Figura V.1A, a presenca de decavanadato até uma concentracio
de 500 pM (em vanadato total) aumenta a intensidade de fluorescéncia relativa da G-actina em
cerca de 80 %. Através do ajuste ndo-linear dos pontos a uma fungao sigmoidal de Boltzmann
obtiveram-se os seguintes parametros: (Fluores. Intrins.), .. = 0,85 * 0,19; (Fluoresc. Intrins.), .
= 1,75 * 0,04 V5, = 108,0 * 329 uM decavanadato (em vanadato total). O aumento da
concentra¢ao de decavanadato até 1330 uM produz aproximadamente 30% de supressio de
fluorescéncia, por comparagao com o valor de fluorescéncia intrinseca inicial da G-actina, tendo-
se obtido uma constante de dissociagdo aparente de K, = 870,1 * 6,9 uM decavanadato.

Por seu turno, a incubacao de G-actina com concentracdes de metavanadato até¢ 700 uM
nao provoca alteragoes significativas na intensidade relativa de fluorescéncia intrinseca, enquanto
concentracoes acima deste valor diminuem a intensidade relativa de fluorescéncia em cerca de 30
%, a mesma supressao de fluorescéncia observada para a solugio de decavanadato acima descrita
(Fig. 1B). Uma vez que concentracées de metavanadato mais elevadas favorecem a formagao de
oligoanides de vanadato, tais como as espécies dimérica, tetramérica e pentamérica, pode
assumir-se que a espécie monomérica nao produz qualquer alteragdo significativa na
fluorescencia intrinseca da G-actina, sendo os efeitos observados devido a presenca em solugao

de oligbmeros de vanadato, nomeadamente tetravanadatos.
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Figura V.1 — Fluorescéncia intrinseca de G-actina. A actina monomérica (5 pM) foi incubada durante 20
minutos com 0-1300 uM (A) deca- ou (B) metavanadato (em vanadato total), em 2 mM Tris-HCI (pH
7.5), 0,2 mM CaCl,. Representagio grafica do valor maximo de intensidade do espectro de fluorescéncia
intrinseca (hex = 295 nm) em funcio da concentracio de vanadato, considerando 1,00 o valor para a G-

actina nativa, de acordo com o descrito na seccio V.2.1.

De forma semelhante ao observado para a G-actina, o metavanadato apenas suprime a
fluorescencia intrinseca de F-actina para concentragoes superiores a 600 uM (em vanadato total)
(Fig. V.2B). Contudo, quando a actina se encontra na sua forma filamentosa a supressio de
fluorescéncia é quase total para concentragées de metavanadato superiores, possivelmente devido
a presenca em solucao de espécies tetraméricas de vanadato, tal como acima descrito. Por outro
lado, o decavanadato até 600 uM produz um aumento da intensidade relativa de fluorescéncia
intrinseca ligeiramente inferior ao observado para a G-actina (1,7 vezes), aumentando-a em 1,4
vezes (Fig. V.2A). Para intervalos de concentragdo compreendidos entre 600-1300 puM
decavanadato, verifica-se uma diminuicao linear da intensidade relativa da fluorescencia
intrinseca da F-actina, atingindo-se os 50 % de supressio para 961,1 * 7,8 uM decavanadato.
Além disso, e contrariamente ao observado para a G-actina, a actina filamentosa perde

completamente a sua fluorescéncia intrinseca para 1300 uM decavanadato (em vanadato total).

131



Susana Ramos, 2011

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6 +

0.4

0.2

0.0 u

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
[Decavanadato] (uM)

Intensidade fluorescéncia (u. a.)

B
1.6

14

1.2
1.0 &*+'. - ' +i
0.8 n.
0.6
0.4 + »
0.2 +
0.0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
[Metavanadato] (uM)

Intensidade fluorescéncia (u. a.)

Figura V.2 - Fluorescéncia intrinseca de F-actina. A actina filamentosa (5 uM) foi incubada durante 20
minutos com 0-1300 uM (A) deca- ou (B) metavanadato (em vanadato total), em 2 mM Tris-HCI (pH
7.5), 0,2 mM CaCl, 0,2 mM ATP. Representagdo grafica do valor maximo de intensidade do espectro de
fluorescéncia intrinseca (Aex = 295 nm) em funcdo da concentragio de vanadato, considerando 1,00 o

valor para a F-actina nativa, de acordo com o descrito na secgiao V.2.1.

A titulacio da fluorescéncia intrinseca da G-actina com VOSO, produz
aproximadamente 100 % de supressio, no intervalo de concentrag¢oes utilizado (0-500 puM
VOSO,) (Fig. V.3). Por outro lado, a F-actina ¢ menos susceptivel ao vanadilo, uma vez que esta
perde apenas cerca de 75 % da sua intensidade de fluorescencia intrinseca inicial (Fig. V.3). Em
ambos os casos, o ajuste nao-linear dos pontos experimentais com uma func¢ao sigmoidal de
Boltzmann originou os seguintes parametros: G-actina, (Fluoresc. Intrins.) .. = 0,05 £ 0,03;
(Fluoresc. Intrins.), .. = 1,00 £ 0,03; V5, = 130,9 + 5,65 uM VOSO,; F-actina, (Fluoresc.
Intrins.), . = 0,27 * 0,02; (Fluoresc. Intrins.), .. = 0,96 £ 0,02; V5, = 319,9 * 11,5 uM VOSO,,.

Face a diferenca na supressiao da fluorescéncia intrinseca que o catido vanadilo promove
nas diferentes formas de actina (75 % na F-actina, 100 % na G-actina), um de dois
acontecimentos serdo possiveis para explicar este comportamento: (1) alguns dos residuos de

triptofano encontram-se parcialmente protegidos dos efeitos do vanadilo quando a actina se
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encontra na sua forma polimerizada ou (i) algumas das alteracdes conformacionais induzidas

pelo vanadio(IV) sdo prevenidas/impedidas devido a polimetizac¢ao.

A F-actina

Ly
o

M G-actina

o o© o o
[N IS o 0

Fluorescéncia intrinseca (u.a.)

o
o

0 100 200 300 400 500 600 700
[VOSO,] (uM)

Figura V.3 - Fluorescéncia intrinseca de (M) G- e (A) F-actina. A actina (5 uM) foi incubada durante 20
minutos com 0-700 pM VOSOs4, em 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCl, + 0,2 mM ATP.

Representacio grifica do valor maximo de intensidade do espectro de fluotescéncia intrinseca (Aex = 295
nm) em fung¢do da concentracdo de vanadilo, considerando 1,00 o valor para a G- e F-actina nativas, de

acordo com o desctito na sec¢io V.2.1.

Os dados acima descritos permitem concluir que a supressao de 50 % da fluorescéncia
intrinseca da G-actina pela espécie decamérica de vanadato e pelo vanadilo ocorre para
concentragoes de metal similares (87,0 = 0,7 uM V,; e 130,9 = 5,7 uM VOSO,), enquanto que a
fluorescéncia intrinseca da F-actina é afectada primeiramente pelo decavanadato: 96,1 = 0,8 V,,
pot compara¢ao com 319,9 + 11,5 uM VOSO,.

Verificando-se que tanto o decavanadato como o vanadilo sao supressores efectivos de
fluorescéncia intrinseca da actina, tragaram-se os graficos de Stern-Volmer para as concentragdes
de vanadio em que se observou supressao da fluorescencia (Fig. V.4), de acordo com o descrito

na equac¢ao V.1 (seccao V.1.1.1).
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Figura V.4 — Graficos de Stern-Volmer da supressio de fluorescéncia intrinseca de actina. Os ensaios
foram realizados com 5 pM G- e F-actina, num meio contendo 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,
0,2 mM ATP. A incuba¢io com (A) metavanadato, (B) decavanadato e (C) VOSO; foi realizada a 25 °C,
durante 20 minutos. Os espectros foram obtidos num espectrofluotimetro (Aex = 295 nm), de acordo com
o descrito na sec¢io V.2.1.

A partir dos graficos de Stern-Volmer dos dados obtidos para solugdes de actina na
presenca de meta-, decavanadato e vanadilo, calcularam-se as constantes de Stern-Volmer (K,)) e
de supressio (k,), indicados na Tabela V.III, usando um valor para o tempo de meia-vida dos

triptofanos (1) da G- e F-actina de 3,01 e 2,96 ns, respectivamente (Kouyama e# a/., 1989). Os
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valores de k, determinados (superiores a 1 x 10" M's™), permitem concluir que existe, em todos

0s casos, supressao estatica de fluorescéncia intrinseca da actina (Lakowicz, 2000).

Tabela V.II — Parametros de supressio de fluorescéncia intrinseca da actina obtidos a partir dos graficos

de Stern-Volmer da Figura V.4: efeito de diferentes espécies de vanadio.

Amostra Ky (M) ke(M's)
G-actina + Decavanadato 1756,3 583x10"
F-actina + Metavanadato 4003,5 1,37x 10"
F-actina + Decavanadato 3830,2 131x 10"
G-actina + V050, 82477 2,70x10"
F-actina + V0SO0, 6442,3 2,20x 10"

Os resultados obtidos por fluorescéncia intrinseca sugerem que a ligagdo da espécie
decamérica de vanadato e do 130 vanadilo a actina ocorre em locais de alta afinidade para o metal,
produzindo altera¢oes conformacionais locais perto dos residuos de triptofano da proteina. A
actina possui 4 triptofanos, todos eles localizados no subdominio 1 (Kabsch ez a/, 1990). Os
residuos de triptofano Trp-79, Trp-86 e Trp-340 localizam-se nas hélices-o. formado pelos
residuos Trp-79-Asn-92 e Ser-338-Ser-348, enquanto o residuo Trp-356 se situa na regido nao-
resolvida entre as hélices-0 formadas por Ser-350-Met-355 e Lys-359-Ala-365 (Fig. V.5). Destes,
e apesar se encontrarem localizados na parte mais periférica da proteina, os residuos Trp-86, Trp-
340 e Trp-356 encontram-se, aparentemente, inacessiveis ao solvente, pelo que apenas o residuo
Trp-79 se pode considerar exposto ao solvente. Na vizinhanc¢a dos residuos Trp-79 e Trp-86
existem atomos de enxofre, presentes nas cadeias laterais dos residuos de metionina e cisteina,
que se sabe serem supressores efectivos de fluorescéncia (Burstein, 1976). Estes enxofres
encontram-se na Met-119, na vicinitude do Trp-79, e nas Met-82, Met-119, Met-123 e Cys-10 no
ambiente do Trp-86. Além disso, o espectro de fluorescéncia intrinseca da actina possui um
maximo de intensidade para um comprimento de onda de 325 nm, caracteristico de residuos de
triptofano inacessiveis ao solvente. Com base no anteriormente descrito, pode ser sugerido que
os residuos Trp-79 e Trp-86 nio contribuirdo grandemente para a fluorescéncia intrinseca da
actina, devendo-se esta aos residuos Trp-340 e Trp-356 (Kuznetsova ez al., 1999; Doyle ef al,
2001).
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Figura V.5 — Estrutura tridimensional de G-actina de musculo esquelético de coelho (PDB: 1J6Z)
(verde), com a molécula de ATP destacada a vermelho e os residuos de triptofano a rosa. Imagem criada
com o programa Pymol.

Assim, a deslocacio do maximo de absor¢ao do espectro de fluorescéncia intrinseca da
actina para a zona dos vermelhos (cerca de 8 nm), na presenga da espécie decamérica de
vanadato e do ido vanadilo, indica que alguns dos residuos de Trp, inicialmente orientados para o
interior hidrofébico da actina, terdo ficado expostos ao solvente. Esta alteracio da estrutura
tridimensional da G-actina pode explicar o aumento da intensidade relativa de fluorescéncia
intrinseca para concentra¢oes de decavanadato inferiores a 500 uM, como acima apresentado: os
residuos de triprofano Trp-79 e Trp-86 poderdo passar a ocupar uma posi¢ao relativa tal, que a
sua fluorescéncia intrinseca deixe de se encontrar suprimida pelos atomos de enxofre presentes
nas cadeias laterais das cistelnas e metioninas existentes na sua vizinhanca.

Com base nos espectros de fluorescéncia intrinseca da actina, determinou-se também o

valor do parametro A, definido como

A = Ly/Lys (Eq. V.III)

onde Iy, e I ;s correspondem, respectivamente, aos valores da intensidade de fluorescéncia aos
comprimentos de onda de 320 e 365 nm (Fig. V.0).

De acordo com o descrito por Turoverov (1999), um valor de A = 2,61 corresponde a
actina nativa (N), enquanto que a actina inactiva possui A = 1,4. Por actina inactiva (I) entende-
se um estado intermédio da actina que ocorre antes da sua completa desnaturacao, (U, unfolded),

sendo que a transi¢ao entre os estados U = I é mais rapida que o processo inverso I = U:

N=2>I1&U
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No estado inactivo, a estrutura secundaria mantém-se inalterada, tendo a proteina, no
entanto, perdido a sua estrutura terciaria, apresentando um aumento consideravel da mobilidade
conformacional, por comparacio com o estado nativo. Além disso, a inactivacio da actina
provoca um deslocamento do espectro de fluorescencia intrinseca para a zona dos vermelhos
(Turoverov, 1999), tal como acima se descreveu para a G-actina na presenca de decavanadato e
vanadilo. Tal indica que que os residuos de triptofano na actina inactiva se encontram em
ambientes mais polares e com maior mobilidade. Por seu turno, a actina completamente
desnaturada apresenta um valor de A = 0,4, observando-se a intensidade maxima de
fluorescéncia para um comprimento de onda de 350 nm (Turoverov, 1999). Além disso, importa
referir que tanto a forma como a posicao do espectro de fluorescéncia da actina inactiva sao
independentes da for¢a i6nica da solucao, da presenca de agentes redutores, da quantidade de
ATP ou Ca>* em solucdo, da concentracio de proteina e da forma de inactivagio (Turoverov,
1999).
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Figura V.6 — Representagio grifica do Parametro A (Is20/I3s5), obtido a partit dos espectros de
fluorescéncia intrinseca da G-actina (5 uM), em func¢io da concentracio de decavanadato (em vanadato
total) e VOSOa.
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Pode assim concluir-se que a espécie decamérica de vanadato e o ido vanadilo promovem a
inactivagao da G-actina, uma vez que o parametro A varia entre 2,61, no estado nativo, e 1,51 *
0,23 ou 1,47 * 0,12, para as concentra¢ao maximas de decavanadato e VOSO, testadas — 1300 e
500 uM, respectivamente (Fig. V.0).

Uma vez que se encontra descrito que a actina inactiva perde a sua capacidade de
polimerizar (Turoverov et al., 1999), os resultados agora apresentados permitem esclarecer quais
as alteragOes estruturais subjacentes a inibicao da polimerizacio da G-actina na presenca de

decavanadato e vanadilo, anteriormente descrita.

V.3.2 Anailise da superficie hidrofébica da actina na presenga de vanadio

As alteragoes conformacionais das proteinas encontram-se, muitas vezes, associadas a
alteracoes na sua superficie hidrofébica. Deste modo, a hidrofobicidade da actina foi avaliada
ap6s incubagdo com as diferentes espécies de vanadio (0-200 uM), recorrendo a sonda
fluorescente ANSA, a qual se liga apenas as regioes hidrofébicas das proteinas.

Como se pode observar pela Figura V.7A, a titulacio de G-actina com concentragdes
crescentes de decavanadato conduz a um aumento linear da sua superficie hidrofébica,
aumentando esta em cerca de 2,6 vezes, enquanto que para a F-actina se observa um aumento
(1,5 vezes) apenas para concentracoes de decavanadato superiores a 100 pM (em vanadato total)
(Fig. V.7B). A presenca de metavanadato nio promove qualquer alteracao significativa na

superficie hidrofébica tanto da G- como da F-actina, no intervalo de concentragdes testado (0-

200 uM).
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Figura V.7 — A alteracdo na intensidade de fluorescéncia associada a ligacio de ANSA as zonas
hidrofébicas da superficie da (A) G- e (B) F-actina (9 pM) foi determinada a um comprimento de onda de
500 nm, apds excitacio a 370 nm. A incubagdo com diferentes concentracbes de (A) meta- ou (w)
decavanadato, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0.2 mM CaCl> = 0,2 mM ATP, foi realizada durante 20
minutos, a 25 °C.

Por sua vez, na presenga de 200 uM VOSO,, a superficie hidrofébica da G-actina diminui
em cerca de 15 %, com uma valor de ICy, de 2226 £ 2,09 uM VOSO, (Fig. V.8A).
Contrariamente, a presenca de vanadilo ndo produz alteracbes significativas na superficie
hidrofébica da F-actina (Fig. V.8B). Vogt (1995) demonstrou que uma diminui¢ao da superficie
hidrofébica pode ser explicada pela oxidacao de residuos de metioninas e cisteinas. Além disso,
pode ser sugerido que o vanadilo induz um estado intermédio mais compacto, no qual as
interaccoes hidrofdbicas no interior da protefna aumentam, originando uma diminui¢io da

superficie hidrofébica, por comparagdao com a estrutura nativa.
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Figura V.8 — A alteracdo na intensidade de fluorescéncia associada a ligacio de ANSA as zonas
hidrofébicas da superficie da (A) G- e (B) F-actina (9 M) foi determinada a um comprimento de onda de
500 nm, apds excitaciao a 370 nm. A incubacio com diferentes concentracées de VOSOy, em 2 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 0.2 mM CaCl; £ 0,2 mM ATP, foi realizada durante 20 minutos, a 25 °C.

V.3.3 Alteragao do local de ligagao de nucleétidos da actina na presenga de vanadio

A troca entre o &-ATP ligado a G-actina no local de ligacdo de nucleétidos pelo ATP livre
em solucdo foi monitorizada através da diminuicao da intensidade de fluorescéncia a um
comprimento de onda de emissio de 410 nm (A, = 350 nm), a qual acompanha a libertacao do
ATP fluorescente para o meio reaccional.

Na Figura V.9A verifica-se que a velocidade de troca é substancialmente aumentada a
medida que se aumenta a concentragao de decavanadato: k = 3,1 X 10°s'ek=65%x10"s"
para a G-actina nativa e na presenca de 200 uM decavanadato (em decavanadato total),
respectivamente. Selden ez 2/ (1999) obtiveram constantes de velocidade similares para a G-actina
nativa (2,5 X 10° s "), enquanto a G-actina tratada com CT (cloramina-T) oito vezes em excesso
possui uma constante de velocidade para a troca do &-ATP de 6,1 x 10° s' (DalleDonne ¢z a/,
2002), sendo semelhante a observada para o decavanadato.
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Figura V.9 — A troca entre e&-ATP ¢ ATP no local de ligacdo de nucledtidos foi monitorizada através da
diminuicio da intensidade de fluorescéncia (Aex = 350 nm; Aem = 410 nm). (A) Constante de velocidade da
reaccdo de troca do e-ATP (k), (B) tempo de meia-vida (t1/2) e (C) intensidade de fluorescéncia inicial do

€-ATP em funcio da concentracio de decavanadato. A G-actina (5 uM) foi incubada com decavanadato,
em 2 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 mM CaCls, durante 20 minutos, a 25 °C.

Por seu turno, obtiveram-se tempos de meia-vida (t, ;) de 227,4 £ 25,7 s'el123+ 8,7
na auséncia e na presen¢a de 200 uM decavanadato (em vanadato total), respectivamente (Fig.
V.9B). Os resultados apresentados na Figura V.9C mostram que a quantidade de &-ATP
incorporado na G-actina (1. e., a fluorescéncia relativa de e-ATP para o tempo inicial) é diminuida
em cerca de 15 % na presenca de 200 uM decavanadato (em vanadato total), por comparagio
com a incorporagao obtida na sua auséncia.

Na presenca de metavanadato, no intervalo de concentra¢oes usado (0-200 uM), nao se
observaram quaisquer altera¢oes na troca do nucleétido (resultados nao apresentados), pelo que é
possivel concluir que as alteragoes observadas se devem, efectivamente, a espécie decamérica de
vanadato.

De igual modo, o estado funcional de G-actina nativa e tratada com VOSO, foi avaliada
recorrendo a analise da troca de nucleétido no seu local de ligagao. Na presenca de 200 pM
VOSO, a intensidade de fluorescencia inicial da sonda &-ATP diminui cerca de 10 % (Figura
V.10C), o que significa, como anteriormente referido, uma menor capacidade do nucleétido para

se ligar a proteina. De facto, a constante de velocidade da troca, k, ¢ aumentada em cerca de 1,5
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vezes na presenca de vanadilo: 3,00 x 107 s

e 447 x 10°) s para a G-actina na auséncia e na
presenca de 200 uM VOSO,, respectivamente (Fig. V.10A). Como se pode observar na Figura

V.10B, o tempo de meia-vida diminui de t, , = 220,00 £ 9,16 para 150,14 £ 6,26 s' VOSO,.
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Figura V.10 — A troca entre e&-ATP e ATP no local de ligacio de nucleétidos foi monitorizada através da
diminuicio da intensidade de fluorescéncia (Aex = 350 nm; Aem = 410 nm). (A) Constante de velocidade da
reaccdo de troca do e-ATP (k), (B) tempo de meia-vida (t1/2) e (C) intensidade de fluorescéncia inicial do
€-ATP em funcio da concentracio de VOSO4. A G-actina (5 uM) foi incubada com VOSOy4, em 2 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl,, durante 20 minutos, a 25 °C.

Uma vez que é geralmente aceite que uma troca mais rapida reflecte uma maior abertura no
dominio proteico onde os nucleétidos se ligam (Crosbie e al., 1994; DalleDonne ¢t al., 2002), os
resultados obtidos permitem predizer que a espécie decamérica de vanadato e o vanadilo
promovem alteracdes conformacionais na G-actina ao nivel do local de ligacdo de nucleétidos.

Uma vez que no capitulo anterior, e a partir da titulagio de uma solucao de VOSO, com
G-actina por espectroscopia de RPE, foi proposto que o vanadio(IV) se encontrara coordenado
ao oxigénio de trés moleculas de agua e a um nitrogénio equatorial de um grupo amina, pode
agora sugerir-se que o ido vanadilo se encontre ligado a Lys-336 (Figs. V.11), uma vez que este
residuo de aminoacido se encontra proximo do anel do nucleétido na estrutura terciaria da actina
(Stournaras et al, 1988). Assim, a ligagio de VO®' a Iys-336 promoveri uma alteragio
conformacional que reduz em 10 % a capacidade de ligacio do nucleétido, como acima referido.

A presenca de outro residuo de lisina (Lys-18) localizado perto do local de alta afinidade para
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catioes divalentes, ao qual o vanadilo se poderia ligar, ndo serd uma hipdtese provavel, uma vez
que existe uma correlacio directa entre o raio idnico de um determinado catido e a sua
capacidade para substituir o Ca*" na G-actina. De facto, tanto o Ba®* como o St*", cujos raios
i6nicos sio bastante maiores que o do Ca** (149 e 132 pm, respectivamente) nio sio capazes de
substituir este ultimo (Strzelecka—Go}aszewska & Drabikowski, 1968), ocorrendo, provavelmente,
o mesmo com o vanadilo, possuindo a ligagio V-O possui um comprimento de 167 pm

(Ballhausen & Gray, 1961).

NH,
HO
NH ﬁ OHy
\V2+
o}
Hgo/ \OH2

Figura V.11 — Coordenacio do ido vanadilo a atomos de oxigénio de trés moléculas de agua e ao azoto
equatorial do residuo de Lys-336. Esta esfera de coordenacdo foi obtida com base no valor de A;; =
195,6, G = 531,0798 MHz, obtido a partir da simulagdo do espectro de RPE resultante da adicao de 250
uM VOSOg4a 50 uM G-actina (em 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,2 mM CaCl).

V.3.4 Modificagao quimica dos residuos de cisteina da actina na presenga de vanadatos

Os grupos tiol (-SH) das cisteinas sio dos residuos de aminoacido mais rapidamente
oxidados nas proteinas, pelo que a analise do seu estado redox representa um parametro essencial
em estudos sobre alteragoes estruturais e modificagdes quimicas sofridas por uma determinada
proteina. Além disso, existem bastantes evidéncias acerca da reciprocidade existente entre
perturbagdes estruturais no local de ligagao de nucledtidos e a regido C-terminal da actina
(Frieden & Patane, 1985; Carlier ¢f al., 1986; Drummond e¢f al., 1992; Crosbie et al., 1994). Além
disso, verificou-se que o nimero de residuos de cisteina expostos ao solvente depende da
presencga e da natureza do nucleétido ligado (Frieden & Patane, 1985).

Assim, e com base nos resultados acima descritos, referentes as alteracOes estruturais no
local de ligagdao de nucledtidos da actina, torna-se fundamental avaliar de que forma o vanadato

altera o estado redox dos diferentes residuos de cisteina da actina, representados na Figura V.12.
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Figura V.12 — Estrutura tridimensional da G-actina de musculo esquelético de coelho (PDB:
1]6Z) (verde), com a molécula de ATP destacada a vermelho e os residuos de cisteina a rosa. A
Cys-374 nao se encontra representada por se localizar na regido C-terminal, ndo resolvida por

cristalografia de raios-X. Imagem criada com o programa Pymol.

Observou-se que a exposi¢ao da actina a uma solu¢ao de metavanadato, no intervalo de
concentracoes utilizado (0-100 uM), mantém os 5 residuos de cisteina na sua forma reduzida,
tanto na G- como na F-actina (dados nao apresentados). Por outro lado, na presenca de
decavanadato, uma das cisteinas localizada no interior hidrofobico da G-actina é oxidada, com
um valor de IC;, = 7,8 = 0,2 uM decavanadato, ou seja, 0,78 mM * 0,02 uM V,,, enquanto a
cisteina que se encontra exposta ao solvente (Cys “rapida”) permanece na sua forma reduzida
(Fig. V.13A).

Na forma ATP-G-actina todos os residuos de cisteina mantém o seu estado redox nativo
(dados nao apresentados), o que sugere, a semelhanca de todos os dados anteriormente
apresentados, que a interac¢ao entre a espécie decamérica de vanadato e a actina ¢ inibida na

presencga deste nucleétido.
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Figura V.13 — Oxidacdo dos residuos de cisteina de G- e F-actina na presenca de decavanadato. A
titulacdo dos residuos de cisteina foi realizada com 0,1 mM DTNB, em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM
CaCl; £ 0,2 mM ATP. O aumento na absorvéncia a um comprimento de onda de 412 nm foi
continuamente monitorizado durante 10 minutos (Cys “rapidas”); a determinacdo dos residuos de cisteina
totais foi efectuada adicionando 1 % SDS. (A) O tratamento de G-actina (2 pM) com decavanadato
produz uma diminui¢io do numero de residuos de cisteina reduzidos totais (W) permanecendo a Cys-374
na sua forma reduzida (A). (B) O tratamento de F-actina (2 uM) com decavanadato produz a completa

oxidagdo da Cys-374 (A) e uma diminui¢io do nimero de residuos de cisteina totais reduzidos (H).

Drewes & Faulstich (1991) demonstraram que a remog¢ao do ATP do local de ligagdo de
nucleétidos da G-actina, conduz a transicao estrutural lenta do mondémero, expondo ao solvente
um segundo grupo tiol, presente no residuo Cys-10. Na auséncia de ATP, mas na presenga da
espécie decamérica de vanadato, a G-actina apresenta apenas um residuo de cisteina exposto ao
solvente (Cys-374), de acordo com os resultados acima descritos, o que permite concluir que o
V,, modifica, claramente, o local de ligacao de nucleétidos da G-actina. Se tal ndo ocorresse, na
auséncia de ATP teria que se observar a existéncia de dois residuos de cisteina expostos ao
solvente, o que nao se verifica. Assim, pode sugerir-se que o ATP e a espécie decamérica de
vanadato bloqueiam a interacgao reciproca de ambos com a G-actina, ocorrendo alteracoes

conformacionais que favorecem a interac¢ao do decavanadato e a proteina. Além disso, e uma
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vez que o ATP apenas perde 15 % de capacidade de ligagdao ao local de ligagao de nucleotidos,
como acima descrito, a ligagdo da espécie decamérica ndo podera ocorrer precisamente no
mesmo local de ligagao de nucleétidos.

Por seu turno, a titulacio dos residuos de cisteina da F-actina com decavanadato,
monitorizada por espectroscopia de UV-vis, revela a completa oxidagao da Cys-374, bem como
de outra cistefna nao-exposta ao solvente, com valores de I1C;, para a reaccio de oxidagao dos
residuos de cisteina “rapidos” e totais de 11,2 £ 0,1 ¢ 20,9 * 0,2 uM decavanadato (i. e., 1,1 e 2,1
uM V,)), respectivamente (Fig. V.13B).

A oxidagao do residuo de cisteina na posicaio 374, na presenca de decavanadato, pode
explicar a inibi¢ao da estimulagdao do ATPase de subfragmento-1 de miosina pela F-actina, uma
vez que este residuo é essencial para a interacgao entre a actina e a miosina (Milzani ez al., 2000).
Além disso, a oxidagao da Cys-374 pode encontrar-se envolvida na despolimerizacao da F-actina,
anteriormente descrita. De facto, este residuo é essencial na manutencao dos contactos

intramonémeros (DalleDonne ef al., 2001).

VV.3.4.1 Redugio de vanadato a vanadilo na presenga de actina: andlise por espectroscopia

de Ressonincia Paramagnética Electrinica

Encontra-se descrita a rapida reducao de compostos de vanadio(V) na presenca de grupos
tiol biologicos, como glutationa, cisteina, 2-mercaptoetanol e ditiotreitol, em condi¢oes
fisiologicas (Crans ez al, 2004). No entanto, o vanadato pode formar complexos com tidis sem
sofrer reducgao, apesar do mesmo tiol, noutras condi¢des experimentais, poder induzir quimica
redox (Crans ez al., 2010). Uma vez que se verificou a oxida¢ao de um ou dois residuos de cisteina
da actina, nas formas monomérica e filamentosa, respectivamente, pretendeu analisar-se se daf
resultava a concomitante reducao da espécie decamérica de vanadato(V) a vanadilo(IV). Para tal,
obtiveram-se os espectros de RPE de decavanadato na presenca de G- e F-actina (razio
metal:proteina = 25:1), tendo-se observado o aparecimento do sinal tipico da espécie tetravalente
de vanadio (Fig. V.14), indicativo da redu¢ao do decavanadato. Tal como a G- e a F-actina
apresentam diferente ndmero de residuos de cisteina oxidados, a intensidade do sinal
correspondente a linha m; = -1/2 perpendicular, resultante da incubacdo da G-actina com
decavanadato é metade do observado para a F-actina, o que esta de acordo com o numero de
residuos de cisteina oxidados, num e noutro caso. Além disso, os espectros obtidos demonstram

a existéncia de diferencas significativas no ambiente local de coordenagao do catido vanadilo.
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Figura V.14 — Espectros de RPE banda-X de 25 mM decavanadato (em vanadato total) em (A) 2 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl, + 0,2 mM ATP, na presenga de (B) 100 pM G-actina ou (C) 100 uM F-
actina. A adi¢do de proteina promoveu o aparecimento dos sinais tipicos de oxovanadio(I1V).

A semelhanca do agora observado, a reac¢io do vanadato com os grupos tiol dos enzimas
aldolase de fructose-1,6-bisfostato (Crans ez al., 1992) e desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato
(Benabe ¢ al., 1987) foi também descrita. Por outro lado, o desidrogenase de isocitrato tem a
capacidade de reduzir o decavanadato (Rao & Ramasarma, 2000). Ramasarma & Rao (20006)
reportaram uma reduc¢ao parcial da molécula de V,, encontrando-se apenas dois dos atomos de
V da espécie decamérica reduzidos, permanecendo a sua estrutura inalterada. Apesar da
existéncia de cinco residuos de cisteina na actina nao implicar, necessariamente, a quimica redox
com o vanadato (Crans & Simone, 1991), com base no acima descrito, pode inferir-se que a

espécie decamérica de vanadato reagira com o grupo —SH dos residuos de cisteina, reduzindo-se.

V.3.5 Alteragdes estruturais da actina na presenga de vanadio: analise por espectroscopia

de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

A G-actina apresenta um espectro de 'H-RMN tipico de uma proteina nativa, sem
alteracOes da sua estrutura tridimensional, com a ressonancia do grupo acetilo, existente na regiao
N-terminal, a 2,05 ppm; uma segunda ressonancia pode ser observada a campo alto deste sinal,
sendo este atribuido aos grupos metilo de dois residuos de metioninas, provavelmente os
residuos Met-44 e Met-47 (Figs. V.15, V.16 e V.17, espectros inferiores) (Heintz ez al., 1996).

A adi¢ao de 1 mM decavanadato (em vanadato total), na auséncia de ATP, ou 250 uM
VOSO, (Figs. V.15 e V.17, espectros intermédios) induz, de facto, alteragdes conformacionais na
G-actina, sendo estas facilmente observaveis pelos deslocamento e diminui¢ao de intensidade das

ressonancias localizadas nas regides correspondentes aos grupos metilo e alifaticos (1-3 ppm),
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bem como na regiao onde ressoam os grupos aromaticos e as ligacoes peptidicas (7-8 ppm).

Os resultados acima descritos indicam que (i) as ressonancias dos grupos amida, bastante
sensiveis a0 ambiente de solvatacao e a ligacao de hidrogénio, manifestam uma altera¢do no seu
ambiente quimico (a exposi¢ao ao solvente de residuos que se encontram, primeiramente, no
interior hidrofébico da proteina pode conduzir a uma rapida troca quimica e a diminuigdo da
intensidade dos sinais), e (i) um consideravel decréscimo na intensidade na regiao alifatica ¢é, de
igual modo, indicativo de alteragdes no ambiente quimico.

A aquisicao dos espectros da G-actina, na presenca de decavanadato, adicionando
concomitantemente ATP ao meio reaccional, resulta numa modificagdo estrutural da proteina
bastante inferior a observada na auséncia deste nucleétido, uma vez que sio pequenas as
alteragdes nos espectros de 'H-RMN de actina (Figs. V.15 e V.16, espectros superiores). Estes
resultados estdo de acordo com todos aqueles obtidos anteriormente, permitindo confirmar de
forma inequivoca que a presenca de ATP impede a interacgao entre a espécie V,, e a actina.

Na presenga de 500 uM VOSO, verifica-se um alargamento de algumas ressonancias para
além do limite de detecgdo (Fig. V.17, espectro superior). Uma vez que a presenca de
metavanadato nio conduz a alteragdes significativas nos espectros de 'H-RMN da actina (dados
nao apresentados), pode concluir-se que os efeitos observados se devem, exclusivamente, a
espécie decamérica de vanadato. Assim, os resultados acima descritos permitem concluir que o

decavanadato e o vanadilo promovem, de facto, alteragdes estruturais na actina.
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Figura V.15 — Espectros de 'H-RMN de 63 uM G-actina, (espectro inferior), na presenca de 1 mM
decavanadato (em vanadato total) (espectro intermédio), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCl.. O
espectro intermédio resulta da diferenca entre ambos. Os espectros foram adquiridos a 298 K, usando um
espectrometro Bruker Avance III 600 MHz equipado com uma crio-sonda TCI-Z e uma unidade de
controlo da temperatura. Acumularam-se 256 transientes pot espectro, com um tempo de espera de 1,5

segundos entre eles, de acordo com o descrito na sec¢ao V.2.5.
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Figura V.16 — Espectros de 'H-RMN de 63 uM G-actina, (espectro inferior), na presenca de 1 mM
decavanadato (em vanadato total) (espectro intermédio), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM CaCly, 0,2
mM ATP. O espectro superior resulta da diferenca entre ambos. Os espectros foram adquiridos a 298 K,
usando um espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz equipado com uma crio-sonda TCI-Z e uma
unidade de controlo da temperatura. Acumularam-se 256 transientes por espectro, com um tempo de

espera de 1,5 segundos entre eles, de acordo com o descrito na sec¢ao V.2.5.
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Figura V.17 — Espectros de 'H-RMN de 63 pM G-actina, (espectro inferior), na presenca de 250 pM
VOSOy (espectro intermédio), ou 500 pM VOSOy4 (espectro superior), em 2 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2
mM CaCly. Os espectros foram adquiridos a 298 K, usando um espectrémetro Bruker Avance III 600
MHz equipado com uma crio-sonda TCI-Z ¢ uma unidade de control da temperatura. Acumularam-se
256 transientes por espectro, com um tempo de espera de 1,5 segundos entre eles, de acordo com o

descrito na sec¢do V.2.5.
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V.4 Conclusoes

O conjunto de dados apresentados no Capitulo IV permitiram concluir que a fun¢ao da
actina ¢ fortemente inibida na presenca de vanadatos, com especial destaque para a espécie
decamérica de vanadato e outras espécies oligoméricas, nomeadamente os tetravanadatos. No
entanto, torna-se essencial determinar quais as alteracoes estruturais subjacentes (i) a diminui¢ao
na capacidade da F-actina estimular a actividade do ATPase de subfragmento-1 de miosina,
processo fisiolégico essencial a contracgdo muscular, e (i) a alteracio do equilibrio existente
entre actina nas formas monomérica e filamentosa.

No presente capitulo, determinou-se, recorrendo a espectroscopia de fluorescéncia, que o
decavanadato e o vanadilo promovem a inactivagao da G-actina. Por actina inactiva entende-se
um estado intermédio do mondémero no processo de desnaturagdo, no qual a estrutura
secundaria se mantém inalterada, ocorrendo as modificagbes ao nivel da estrutura terciaria. De
facto, a deslocacao do maximo de intensidade do espectro de fluorescéncia intrinseca da actina
para comprimentos de onda superiores indica, de forma inequivoca, a exposicao ao solvente de
residuos de triptofano até entdo orientados para o interior hidrofébico da proteina. Além disso,
verificou-se que na presenca da espécie decamérica de vanadato e do ido vanadilo ocorre
supressao estatica da fluorescéncia intrinseca da G- e F-actina, o que indica a existéncia de um
local de alta afinidade para estas espécies de vanadio. Uma vez que se encontra descrito que a
actina inactiva perde a sua capacidade de polimerizar, os dados anteriormente obtidos sobre a
inibi¢ao da formag¢ao de F-actina na presenca de decavanadato e vanadilo podem ser explicados
com base nesta evidéncia experimental agora obtida.

Modificagoes estruturais das proteinas encontram-se intimamente ligadas a alteracdes na
sua superficie hidrofébica, o que se comprova pelo diferente modo de liga¢io da sonda
fluorescente ANSA 2 actina. No caso do decavanadato, observa-se um aumento da superficie
hidrofébica da G-e F-actina, caracteristico da exposi¢do ao solvente de regides hidrofébicas,
enquanto o ido vanadilo promove uma diminui¢ao da ligacio de ANSA, indicativo de (i) um
estado inactivo mais empacotado e (if) da oxidagao de residuos de metionina e cisteina.

A presenca quer da espécie decamérica de vanadato, quer do ido vanadilo, promove
alteracOes estruturais significativas no local de ligacao de nucleétidos, encontrando-se este, de
acordo com os parametros determinados experimentalmente, mais aberto. No entanto, o facto
de o ATP perder apenas cerca de 15 % da sua capacidade de ligacdo a este local sugere que esta
abertura nao inibe a ligagio do ATP, a qual podera, no entanto, ocorrer numa conformagio

diferente do que acontece na actina nativa.
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Uma vez que exite uma reciprocidade entre alteragoes estruturais ocorridas em diferentes
dominios da actina, nomeadamente no que ao local de ligagdo de nucleétidos e a regiao C-
terminal, diz respeito, verificou-se que o decavanadato promove, também, a oxida¢io de um
residuo de cisteina do interior da G-actina, enquanto que para a F-actina se observou também a
oxidacao da Cys-374, unico residuo de cisteina exposto ao solvente e considerado essencial na
ligagao a miosina e no estabelecimento dos contactos intermonémeros, o que podera explicar a
diminui¢do na capacidade de estimular a actividade ATPasica do subfragmento-1 de miosina,
bem como a despolimerizagao observadas. A oxidagao destas cisteinas resulta na concomitante
reducdo da espécie decamérica de vanadato, avaliada por espectroscopia de RPE.

Também por 'H-RMN foi possfvel observar alteragdes na estrutura de ap6s interacgio
com decavanadato e vanadilo.

Os resultados agora obtidos, conjuntamente com os dados resultantes da espectroscopia
de RPE descritos no capitulo 111, permitiram, ainda, apontar a Lys-336 como possivel local de
ligagao do 1do vanadilo a G-actina.

Salienta-se, ainda, que a presen¢a de ATP no meio reaccional, e a semelhang¢a de todos os
dados anteriormente obtidos, bloqueia a interac¢ao da espécie decamérica de vanadato com a
actina, nao se observando qualquer alteracao nos parametros analisados por compara¢ao com a

actina nativa.

153



Susana Ramos, 2011

V.5 Referéncias bibliograficas

154

Ballhausen, C. J. & H. B. Gray (1961) “The Electronic Structure of the 1 anadyl Ion” Inorg. Chem.
1:111-122;

Barden, J. A., R. Cooke, P. E. Wright, C. G. dos Remédios (1980) “Proton nuclear magnetic
resonance and electron paramagnetic resonance studies on skeletal muscle actin indicate that the metal and
nucleotide binding sites are separate’ Biochemistry 19:5912-59106;

Barden, J. A., C.-S. Wu, C. G. dos Remédios (1983) Biochim. Biophys. Acta 748:230-235;
Barden, J. A. & C. G. dos Remédios (1984) “Conformational changes in actin resulting from
Ca2+/Mg2+ exchange as detected by proton NMR spectroscopy” Europ. J. Biochem. 146:5-8;
Barden, J. A. & B. E. Kemp (1987) “NMR of a synthetic peptide spanning the triphosphate binding site
of adenosine 5'-triphosphate in actin” Biochemistry 26:1471-1478;

Barden, J. A., L. Phillips, B. A. Cornell, C. G. dos Remédios (1989) “Fluorine-19 NMR studies of
the interaction of selectively labeled actin and myosin” Biochemistry 28:5895-5901;

Benabe, J. E., L. A. Echegoyen, B. Pastrana, M. Martinez-Maldonado (1987) “Mechanism of
Inbibition of Glycolysis by Vanadate’ J. Biol. Chem. 262:9555-9560;

Bougie, I. & M. Bisaillon (2006) “Inhibition of a metal-dependent viral RINA triphosphatase by
decavanadate’ Biochem. J. 398:557-567;

Burstein, E. A. (1976) “Luminescence of protein chromophores. Model studies’” Adv. Sci. & Technol.,
series Biophysics, vol. 6, VINITI, Moscow;

Carlier, M.-F., D. Pantaloni, E.D. Korn (1986) “Fluorescence measurements of the binding of cations to
high-affinity and low-affinity sites on ATP-G-Actin” J. Biol. Chem. 261:10778—10784;

C.C. Chao, Y.S. Ma, E.R. Stadtman (1997) “Modification of protein surface hydrophobicity and
methionine oxidation by oxidative systems”’ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:2969-2974;

Cozzone, P. J., D. J. Nelson, O. Jardetzky (1974) Biochem. Biophys. Res. Commun.
00:341-347;

Crans, D. C. & C. M. Simone (1991) “Nonreductive interaction of vanadate with an engyme containing a
thiol group in the active site: glycerol-3-phosphate debydrogenase” Biochemistry 30:6734-6741;

Crans, D. C., K. Sudhakar, T. J. Zamborelli (1992) “Interaction of rabbit muscle aldolase at high ionic
strengths with vanadate and other oxoanions” Biochemistry 31:6812-6821;

Crans, D. C,, J. J. Smee, E. Gaidamauskas, L. Yang (2004) “The chemistry and biochemistry of

vanadinm and the biological activities exerted by vanadinm compounds”, Chem. Rev. 104:849-902;



Capitulo V. Efeito de vanadio na estrutura de actina

Crans, D. C., B. Zhang, E. Gaidamauskas, A. D. Keramidas, G. R. Willsky, C. R. Roberts
(2010) “Is vanadate reduced by thiols under biological conditions? Changing the redox potential of
V' (V)] VAV) by complexation in agueous solution” Inorg. Chem. 49:4245-4250;

Crosbie, R.H., C. Miller, P. Cheung, T. Goodnight, A. Muhlrad, E. Reisler (1994) “Structural
connectivity in actin: effect of C-terminal modifications on the properties of actin” Biophys. J. 67:1957—
1964

DalleDonne, I., R. Rossi, D. Giustarini, N. Gagliano, L. Lusini, A. Milzani, P. Di Simplicio, R.
Colombo (2001) “Actin carbonylation: from a simple marker of protein oxidation to relevant signs of severe
functional impairment’ Free Rad. Biol. Med. 31:1075-1083;

DalleDonne, I., R. Rossi, D. Giustarini, N. Gagliano, P. DiSimplicio, R. Colombo, A. Milzani
(2002) “Methionine oxidation as a major canse of the functional impairment of oxidized actin” Free Rad.
Biol. Med. 32:927-937,

Doyle. T. C,, J. E. Hansen, E. Reisler (2001) “I'nyptophan Fluorescence of Yeast Actin Resolved via
Conserved Mutations” Biophys. J. 80:427-434;

Drewes, G. & H. Faulstich (1991) “A reversible conformational transition in muscle actin is cansed by
nucleotide exchange and uncovers cysteine in position 107 J. Biol. Chem. 266:5508-5513;

Drummond, D. R., E.S. Hennessey, ].C. Sparrow (1992) “The binding of mutant actins to profilin,
ATP and DNase I’ Eur. J. Biochem. 209:171-179;

Du, H. Y, J. F. Xiang, Y. Z. Zhang, Y. L.Tang, G. Z. Xu (2008) “Binding of V11" to human
transferrin: potential relevance to anticancer activity of vanadocene dichloride” J. Inorg. Biochem.
102:146-149;

Frieden, C. & K. Patane (1985) “Differences in G-actin containing bound ATP or ADP: The Mg2+-
induced conformational change requires ATP” Biochemistry 24:4192—41906;

Gutiérrez-Martin, Y., F. J. Martin-Romero, F. A. Inesta-Vaquera, C. Gutiérrez-Merino, F.
Henao (2004) “Modulation of sarcoplasmic reticulum Ca*-ATPase by chronic and acute exposnre to
peroxynitrite’ Eur. J. Biochem. 271:2647-2657;

Heintz, D., H. Kany, H. R. Kalbitzer (1996) “Mobility of the N-terminal segment of rabbit skeletal
muscle F-actin  detected by TH and 19F nuclear magnetic resonance spectroscopy” Biochemistry
33:12686-12693;

Henry, G. D., M. A. Winstanley, D. C. Dalgarno, G. M. Scott, B. A. Levine, 1. P. Trayer
(1985) ““Characterization of the actin-binding site on the alkali light chain of myosin” Biochim.
Biophys. Acta 830:233-243;

Highsmith, S., K. Akasaka, M. Konrad, R. Goody, K. Holmes, N. Wade-Jardetzky, O.
Jardetzky (1979) “Internal motions in myosin” Biochemistry 18:4238-4244;

155



Susana Ramos, 2011

* Highsmith, S. & O. Jardetsky (1980) “G-actin binding quenches internal motions in myosin
subfragment-1” FEBS Lett. 121:55-60;

* Kabsch, W., H. G. Mannherz, D. Suck, E. F. Pai, K. C. Holmes (1990) “Azomic structure of the
actin: DNase I complex”” Nature 347:37-44;

* Kany, H., J. Wolf, H. R. Kalbitzer (2002) “Myosin 11 from rabbit skeletal muscle and Dictyosteliunm
discoidenm and its interaction with F-actin studied by 'H NMR spectroscopy” FEBS Lett. 521:121-126;

* Kouyama, T., K. Kinosita Jr., A. Ikegami (1989) “Correlation between internal motion and emission
kinetics of tryptophan residues in proteins” Eur. J. Biochem. 182:517-521;

* Kuznetsova, I. M., T. A. Yakusheva, K. K. Turoverov (1999) “Contribution of separate tryptophan
residues to intrinsic fluorescence of actin. Analysis of 3D structure’ FEBS Lett. 452:205-210;

* Lu, L, S. Wang, M. Zhu, Z. Liu, M. Guo, S. Xing, X. Fu (2010) “Inbibition protein tyrosine
phosphatases by an oxovanadium glutamate complex, Na2[V'O(Glu)2(CH30H)] (Glu = glutamate)’
Biometals 23:1139-1147,

* TLakowicz, J. R. (2006) “Principles of Fluorescence Spectroscopy”, 3 edition, Plenum Press, New
York

* Lehrer, S. S. & G. Kerwar (1972) “Intrinsic fluorescence of actin” Biochemistry 11:1211-1217;

* Milzani, A., R. Rossi, P. Di Simplicio, D. Giustarini, R. Colombo, I. Dalle-Donne (2000) “I%e
oxcidation produced by hydrogen peroxide on Ca-ATP-G-actin” Protein Sci. 9:1774-1782;

* Ramasarma, T. & A. V. S. Rao (2006) “Decavanadate interacts with miicrosomal NADH oxidation
system and enhances cytochrome C reduction” Mol. Cell. Biochem. 281:139-144;

* Rao, A. V. S. & T. Ramasarma (2000) “NADH-dependent decavanadate reductase, an alternative
activity of NADP-specific isocitrate debydrogenase protein” Biochem. Biophys. Acta 1474:321-330;

* Robyt, J. F. & B. J. White (1990) “Biochemical Technigues — Theory and Practice’, Waveland Press
Inc,;

* Selden, L. A, H. J. Kinosian, J. E. Estes, L. C. Gershman (1999) “Impact of Profilin on Actin-
Bound Nucleotide Excchange and Actin Polymerization Dynamics” Biochemistry 38:2769—-2778;

* Slésarek, G. D. Heintz, H. R. Kalbitzer (1994) “Mobile segments in rabbit skeletal muscle F-actin
detected by "H nuclear magnetic resonance spectroscopy” FEBS Lett. 351:405-410;

* Stournaras, C., I. Merkler, H. Faulstich (1988) “Iio/ group reactivity and polymerization of actin in
the presence of ATP analogs” Biochem. Biophys. Res. Commun. 155:962-970;

* Strzelecka-Golaszewska, H. & W. Drabikowski (1968) “Studies on the exchange of G-actin-bound
calcinm with bivalent cations” Biochim. Biophys. Acta 162:581-595;

* Thomas, D. D., D. Kast, V. L. Korman (2009) “Site-directed spectroscopic probes of actomyosin
structural dynamics’ Annu. Rev. Biophys. 38:47-69;

156



Capitulo V. Efeito de vanadio na estrutura de actina

Tiago, T., M. Aureliano, C. Gutiérrez-Merino (2002) “Quenching of myosin intrinsic fluorescence
unravels the existence of a high affinity binding site for decavanadate’ J. Fluorescence 12:87-90;

Trayer, 1. P., H. R. Trayer, B. A. Levine (1987) “Evidence that the N-terminal region of the AT light
chain of myosin interacts directly with the C-terminal region of actin” Eur. J. Biochem. 164:259-2606;
Turoverov, K. K., A. G. Biktashev, S. Y. Khaitlina, I. M. Kuznetsova (1999) “I'be structure and
dynamics of partially folded actin” Biochemistry 38:6261-6269;

Turoverov, K. K., V. V. Verkhusha, M. M. Shavlovsky, A. G. Biktashev, O. I. Povarova. 1. M.
Kuznetsova (2002) “Kinetics of Actin Unfolding Induced by Guanidine Hydrochloride” Biochemistry
41:1014-1019;

Turoverov, K. K. & I. M. Kuznetsova (2003) “Intrinsic Fluorescence of Actin”’ J. Fluoresc. 13:41-
57,

Valeur, B. (2002) “Molecular Fluorescence — Principles and Applications”, 1% edition; Wiley-VCH
Verlag GmbH, Weinheim, Germany;

Vogt, W. (1995) “Oxidation of methiony! residues in proteins: tools, targets, and reversal” Free Rad.
Biol. Med. 18:93-100;

Zhang, T. & K. Wang (1999) Sci. China 42:543-551.

157



Susana Ramos, 2011

158



CAPITULO VI.
CONCLUSAO GERAL




Susana Ramos, 2011

160



Capitulo VI. Conclusao geral

VI.1 Vanadio(V)

O comportamento quimico do vanadio(V) em solugao aquosa é complexo, mesmo na
auséncia de ligandos. Por espectroscopia de *'V-RMN verificou-se que uma solucio de
metavanadato contém as espécies monomérica, dimérica, tetramérica e pentamérica, enquanto
que a solucdo de decavanadato é composta pela espécie decamérica de vanadato, encontrando-se
contaminada pelo vanadato monomérico. O aumento da concentragio em vanadato total
propicia o aparecimento em solugdo das espécies oligoméricas de vanadato. Verificou-se, ainda,
que as espécies oligoméricas de vanadato interactuam com a G-actina e a F-actina, uma vez que
as ressonancias dos seus sinais de RMN alargam substancialmente aquando da adigao destas
proteinas a0 meio reaccional. A interac¢ao G-actina-V,,é menos intensa na presenga de ATP.

A estabilidade da espécie decamérica de vanadato foi avaliada por espectroscopia de UV-
vis, tendo-se concluido que o tempo de meia-vida para a reac¢ao de decomposicao é de cerca de
5 horas (o que permite efectuar os estudos sobre a interac¢do entre o V,, e a actina), sendo a sua
energia de activagio de 63 k] mol'. A estabilidade da espécie decamérica de vanadato ¢é
aumentada na presenc¢a de G-actina e F-actina. No entanto, a presenga de ATP mitiga este efeito
para a actina monomérica.

Estabelecidas as condigdes que favorecem a interacgdo entre a actina e a espécie
decamérica de vanadato, avaliou-se qual o efeito que a presenca de V,, provocava na capacidade
da F-actina estimular a actividade fisiolégica de subfragmento-1 de miosina, tendo-se verificado
70 % de inibi¢ao na presenga de 50 uM. No mesmo intervalo de concentragcées, a solugao de
metavanadato promove apenas 15 % de inibi¢ao.

Uma vez que as formas monomérica e filamentosa de actina se encontram em equlibrio
no interior das células, verificou-se que a presenga de decavanadato inibia completamente a
polimerizacao de G-actina, sendo o seu efeito menos pronunciado na despolimeriza¢io da F-
actina (35 %). A semelhanca dos resultados anteriores, a presenca de ATP no meio reaccional
previne inibicdo da polimerizagao da actina pelo decavanadato. A solugdo de metavanadato s
produzia efeito na inibi¢ao da polimeriza¢ao quando adicionada em concentragdes superiores a 2
mM, onde se sabe que comegam a coexistir em solu¢ao as espécies oligoméricas de vanadato. Na
presenca de metavanadato, a F-actina é despolimerizada em cerca de 20 %.

Determinado qual o efeito que a espécie decamérica de vanadato promovia na fungio
fisiolégica da actina, avaliou-se qual o seu efeito na estrutura desta proteina. A presenca de
decavanadato diminui a intensidade de fluorescéncia intrinseca de G-actina em cerca 30 %, para
concentragoes compreendidas entre 500 e 1300 uM decavanadato. Concentrag¢oes inferiores

promovem o aumento da fluorescéncia intrinseca da actina monomérica (80 %). No que a
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soluc¢ao de metavanadato diz respeito, apenas concentragoes superiores a 700 pM promovem a
diminui¢io da fluorescéncia intrinseca de G-actina.

Na presenc¢a de V,,, o local de ligacio de nucledtidos de G-actina sofre modifica¢oes
estruturais, encontrando-se mais aberto, sendo também a espécie decamérica de vanadato
responsavel pelo aumento da superficie hidrofébica da actina globular.

Uma vez que existe uma estreita relagdo entre o local de ligacao de nucleétidos e a regido
C-terminal da actina, onde se localiza o residuo de cisteina 374 (essencial para a polimerizacio e
para a ligagdo a miosina), avaliou-se o estado redox dos residuos de cisteina na presenca de
decavanadato, tendo-se verificado que na G-actina apenas um dos residuos localizados no
interior hidrofébico da proteina era oxidado, enquanto que na F-actina se observava,
adicionalmente, a oxida¢ao da Cys-374. A concomitante redugdo da espécie decamérica de
vanadato foi avaliada por RPE, sendo esta prevenida pela presenca de ATP.

Todas estas alteragdes estruturais foram, também, observadas por 'H-RMN.

VI.2 Vanadio(IV)

Apresentando, também, uma quimica complexa em solugao aquosa, o facto de apenas
algumas espécies de vanadio(IV), isoladas ou complexadas, apresentarem sinais de RPE facilita a
interpretagao dos dados observados. Além disso, se todas as precaugdes forem tomadas no que
diz respeito aos convenientes preparagao e manuseamento das solugdes utilizadas, sabe-se que a
sua oxidagdo a vanadio(V) se encontra protegida.

Verificou-se que o oxovanadio(IV) interactua com a G-actina e F-actina, tendo sido
possivel determinar os valores da constante de dissociagao entre esta espécie de vanadio e a
actina globular (K, = 7,48 £ 1,11 uM) e filamentosa (43,05 * 5,34 uM). Na presenca de ATP, a
intensidade da interaccio G-actina-oxovanadio(IV) diminui substancialmente. Com base no
espectro de RPE simulado de VOSO,-G-actina, prediz-se que o ido vanadilo se ligue ao residuo
de Lys-310.

Apesar dos efeitos pouco pronunciados de VOSO, na capacidade de F-actina estimular a
actividade fisiolégica de subfragmento-1 de miosina (20 %) e na despolimerizacio dos filamentos
de actina, esta espécie de vanadio (500 uM) inibe completamente a polimerizagao de G-actina.

A fluorescéncia intrinseca de G-actina ¢ totalmente suprimida na presenga de 200 pM
VOSO,, enquanto o efeito na F-actina é menos pronunciado (75 % supressao para 500 uM
VOSO,). Contrariamente ao observado na presencga de decavanadato, a superficie hidrofébica de

G-actina diminui na presenc¢a de oxovanadio(IV). No entanto, observa-se também a abertura do
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local de ligagio de nucleétidos. Estas alteragdes estruturais, avaliadas também por 'H-RMN,

poderio contribuir decisivamente para a inibi¢ao da polimerizagao de G-actina reportada.

V1.3 Vanadio(V) versus Vanadio(IV)

As espécies de vanadio(V) e V(IV) apresentam bastantes caracteristicas similares,
no que a sua interac¢ao com a actina diz respeito, nomeadamente na inibi¢ao da polimerizagao de
G-actina, na supressao de fluorescéncia intrinseca e na modifica¢do estrutural do local de ligacao
de nucleétidos.

No entanto, e com excep¢ao da maior capacidade de inibir a actividade de ATPase de
subfragmento-1 de miosina que a espécie decamérica apresenta relativamente ao oxovanadio(IV),
este ultimo promove efeitos mais pronunciados em todos os outros parametros analisados, pelo
que os seus efeitos na fun¢io e na estrutura da actina serdo os primeiros a observar-se.

Uma vez que o efeito de VOSO, na F-actina se manifesta, essencialmente, na supressio
da sua fluorescéncia intrinseca, o mecanismo de ac¢ao do oxovanadio(IV) na interaccdo com a
actina tera que ser, maioritariamente, através da G-actina, alterando o equlibrio entre a
polimerizagao e a despolimeriza¢ao e modificando estruturalmente o monémero de actina.

Por seu turno, o pronunciado efeito que a espécie decamérica de vanadato promove na
actividade ATPasica de subfragemento-1 de miosina estimulada por F-actina pode ser explicado
pelas modificagdes estruturais que a F-actina sofre na presenca de V,,, nomeadamente a oxidagao
da Cys-374. As alteragOes estruturais sofridas pelo monémero de actina, nomeadamente a
inibicdo da polimerizagio e a supressio de fluorescéncia intrinseca, ocorrendo para

concentragoes de V,, superiores, ocorrerdo subsequentemente.
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A.1 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN ¢ uma manifestacio do momento angular de spin nuclear,
sendo este caracterizado pelo nimero quantico de spin nuclear, I. Nucleos com numero de
massa impar possuem nimero quanticos de spin semi-inteiro, nicleos com numeros de massa e
de carga par possuem numero quantico de spin igual a zero e nucleos com nimero de massa par
e numero de carga impar apresentam numeros quanticos de spin inteiros diferentes de zero. Uma
vez que a espectroscopia de RMN se baseia na existéncia de spin nuclear, nicleos com I = 0 nio
apresentam sinal de RMN.

Na presenga de um campo magnético externo, os estados de spin dos nucleos possuem

energias dadas por

E = u.H, (AD)

onde # é o momento magnético nuclear e H; corresponde ao vector campo magnético. Da
equagao IIL.7 resulta que a energia minima é obtida quando a projec¢ao de u em H, ¢
maximizada. Como g nido pode ser colinear com H,, os estados de spin » tornam-se
quantizados, com as suas energias proporcionais a sua projec¢ao no eixo de H,. Considerando o

campo magnético externo alinhado com o eixo 2z, a equagao A.1 pode ser escrita como

AE, = -(hyB,)/2n (A.2)

na qual / ¢é a constante de Planck, y é a razao magnetogirica (caracteristica de cada nucleo) e B,
corresponde a magnitude do campo magnético estatico.

Um espectro de RMN apresenta bandas de ressonancia de forma lorentziana, com as
seguintes caracteristicas: (1) desvio quimico, 9; (2) amplitude: altura do sinal (em unidades
arbitrarias); (3) intensidade: area do pico; (4) largura a meia altura, Av,,,: medida da largura do
sinal a metade da amplitude maxima (em Hz); (5) constante de associagao de spin escalar, J:
separacao entre os sinais de um multipleto (em Hz); (6) tempos de relaxa¢ao spin-rede, T, e de
relaxagao spin-spin, T,.

O desvio quimico () fornece informac¢io valiosa acerca do ambiente local de um
determinado nucleo, reflectindo alteracdes subtis nos nucleos observados devido a interacgoes
com outros spins nucleares ou electrénicos na sua vizinhanga. Os valores de desvio quimico
reflectem, de forma bastante consistente, o ambiente electrénico do ndcleo em ressonancia.

Podem ser expressos em termos da frequéncia (em Hz) a que um sinal aparece em relagdo a um
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sinal de referéncia. No entanto, uma vez que o desvio quimico é dependente da intensidade do
campo magnético aplicado, torna-se conveniente expressa-lo em funcio do campo magnético
necessario para se obter a condi¢do de ressonancia, pelo que é normalmente referido como uma
unidade adimensional, expresso em parte por milhdao (ppm).

O valor da largura a meia altura de um sinal de RMN esta directamente relacionado com
o tempo de relaxacdo spin-spin (tempo que demora a desaparecer a magnetizagdo macroscopica

no plano xy - relaxacgao transversal), T,, do nucleo em causa:

Av,, = 1/xT, (A.3)

Quando um nicleo quadrupolar (I > 1/2) é colocado sob a ac¢io de um campo
magnético, o valor de T, depende inversamente do tempo de correlacio rotacional, T,, do
sistema, entre outros. Este, por sua vez, varia com as dimensoes da molécula e a viscosidade do
meio onde ela se move, pelo que aumenta na presenca de macromoléculas, solugdes viscosas e
temperaturas baixas. Por seu turno, o tempo de relaxagao spin-rede, T, corresponde ao tempo

de recuperacio da magnetizag¢ao no eixo gz (relaxagao longitudinal).

A.2 Ressondncia Paramagnética Electronica

Um espectro de RPE consiste na representagao da absor¢ao de energia da radiagao de
micro-ondas em fun¢io do campo magnético aplicado. Devido aos processos electrénicos
envolvidos na detec¢do do sinal, o espectro de RPE aparece, geralmente, com a forma da
derivada de primeira ordem, sendo o valor do campo de ressonancia determinado pelo ponto de
encontro da curva derivada com a linha de base (derivada nula no ponto de maxima absor¢ao).
Uma vez que existe um conjunto de interacgdoes entre o momento de spin do electrao
desemparelhado e a sua vizinhanga, para além da interac¢do com o campo magnético aplicado,
um espectro de RPE reflecte (i) a interac¢do do momento de spin do electrao com o momento
angular orbital (acoplamento spin-6rbita), (ii) interacgao de spin electréonico com o spin nuclear
(interaccao nuclear hiperfina e super-hiperfina) e (iii) interac¢ao spin-spin electrénico.

Sendo o electrio uma particula elementar, possui um numero quantico de spin, S, com
um valor de 1/2. A sua projec¢ao segundo o eixo gz ¢, de igual modo, caractetizada pelo nimero
quantico, mS, cujos valores podem ser * 1/2. Ao momento angular de spin estd, por seu turno,

associado um campo magnético, o qual interactua com o momento magnético de spin do
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electrdo, pelo que a aplicagao de um campo magnético externo, Ho, faz com que o campo que

efectivamente actua sobre o electriao seja diferente de Ho (Eq. B.1).

h.v = g.f.H, (A4)
onde h ¢ a constante de Planck, § é o magnetio de Bohr e H, é a magnitude do campo aplicado.
Uma vez que o g é diferente de g, (valor de g para o electrao livre, g, = 2,0023), a equacio

acima pode ser reescrita da seguinte forma (Eq. B.2):

hv = g.B.(g/gH) (A.5)

Uma vez que o acoplamento spin-6rbita é particularmente forte em iGes de metais de
transi¢ao, os sinais de RPE destes apresentam valores de g muito diferentes de g.. O valor de g
afasta-se tanto mais do valor de ge quanto mais forte for o acoplamento spin-6rbita. No caso do
iao vanadilo, o valor de g é, geralmente, ca. 1,95.

O factor g possui, ainda, outra caracteristica importante: devido ao acoplamento 6rbita-
spin, o seu valor varia conforme a orientacio da molécula em relagio ao campo aplicado
(anisotropia). Para moléculas dispostas aleatoriamente numa matriz solida, o sinal de RPE resulta
da sobreposicio de multiplos espectros, correspondentes as diferentes orientagdes em relagao ao
campo aplicado e, consequentemente, aos diferentes valores de g. Assim, a forma do espectro
variard com a simetria do sistema, podendo dividir-se em trés tipo: (i) isotrépico (g, = g, = g,.);
(i) axial, em que os eixos x e y sdo equivalentes (g, = g, = g, e g,, = g,,); (iii) rombico (g, # g,,
# g,). Devido a forte interac¢ao vanadio- oxigénio no catido vanadilo, os espectros de RPE
observados para complexos de vanadilo sao, geralmente, axiais ou bastante proximo destes.

A interac¢ao do momento angular de spin do electrdo com o momento angular de spin
(D dos nucleos vizinhos designa-se por interac¢ao nuclear hiperfina. De facto, os momentos de
spin nucleares originam campos magnéticos locais que se fazem sentir no electrao, estando este,
entdo, sujeito a um campo magnético efectivo diferente do campo aplicado, H, (Eq. B.3):

Hef = Ho + H (A‘6)

local

Os estado electronicos sdo, pois, separados com base na sua interac¢do com o spin
nuclear , o que se designa por acoplamento hiperfino. Um maior desdobramento dos estados de
energia na presenca de nucleos na vizinhanga do electrao designa-se por acoplamento supet-
hiperfino, consistindo o espectro num conjunto complexo de multipletos, cuja forma depende

do valor relativo das constantes de acoplamento. Devido a presenca de um electrdo numa orbital
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o-nao-ligante, a qual é perpendicular ao plano equatorial definido pelos ligandos (plano xy), o
acoplamento super-hiperfino do vanadilo nao ¢ resolvido num espectro tipico de RPE de banda-

X (9 GHz).

A.3 Dispersao de luz: consideragées gerais

O dipolo induzido oscila com o campo eléctrico da radiagdo de excitagao, com
intensidade proporcional ao campo e a polarizabilidade da molécula. A maioria da luz dispersa
por determinada particula é emitida com a mesma frequéncia da luz incidente, no que se designa
por dispersdo estatica de luz ou de Rayleigh, podendo esta ser medida num espectrofotémetro
normal, através da diminui¢do da luz transmitida, ou num espectrofluorimetro, no qual a luz
dispersa é medida directamente através do uso da geometria a 90° entre os feixes de luz incidente
e emtitida.

A intensidade da luz dispersa num periodo de tempo de segundos varia com o angulo de

medi¢do (B) e com a concentragio, de acordo com a equagio (Zimm, 1948):

K.c/Rg = (1/MP) + 2.A2.c (A7)
sendo,

K = [ dn / de] / (N, &Y A8
e

Re = (d* / sen” 02).(1, / Tg) (A.9)

onde ¢ representa a concentracio (expressa em massa/volume), K a constante éptica do sistema,
Rg a razdo de Rayleigh, dn/dc o incremento do indice de refraccio com a concentragio, N, é a
constante de Avogadro, A é o comprimento de onda da radiagdo incidente, Ig e I  correspondem,
respectivamente, as intensidades do feixe de luz incidente e da luz dispersa, 8, é o 4ngulo de
medic¢io relativo ao eixo vertical, d a distancia entre a amostra e o detector, 1, e 1 sdo os indices

de refraccdo do solvente e da solugdo, respectivamente, A, o segundo coeficiente do virial

(relativo as interacgOes interparticulas), M é a massa molecular e

Po =I5 / I56- (A.10)
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¢ o factor estrutural intraparticula, relativo a interferéncia da luz dispersa de pontos diferentes da

molécula ou agregado molecular.

A.4 Espectroscopia de fluorescéncia: consideragdes gerais

Designa-se por luminescéncia a emissio de um fotdo (ultravioleta, visivel ou
infravermelho), por parte de qualquer substancia, a partir de estados electrénicos excitados.

Formalmente, divide-se a fotoluminescéncia em duas categorias, fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado vibracional. No entanto, apds a
absorcio de um fotdo (10" segundos) existem outros percursos possiveis para o retorno ao
estado fundamental (), tal como se pode observar pelo diagrama de Jablonski apresentado na
Figura D.1: (i) conversio interna, CI; (i) cruzamento intersistemas, CIS; (iii) transferéncia de
carga intramolecular; e (iv) alteragdes conformacionais. A conversao interna é o processo pelo
qual o estado excitado pode retornar ao estado fundamental sem emissao de fluorescéncia, sendo
a sua energia dissipada em vibragdes moleculares através de uma transicdo nio-radiativa (10" a
10” segundos). O cruzamento intersistemas ¢ também uma transi¢io nio radiativa entre dois
nfveis vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados electrénicos de diferentes
multiplicidades (10" a 10® segundos). Este ultimo pode ser suficientemente répido para
competir com outras vias de decaimento do estado S;, como fluorescéncia e conversao interna S,
2 S,

A fosforescéncia consiste na emissao de um fotio de um estado excitado tripleto (T,), no
qual o electrdo possui a mesma orienta¢ao de spin que aquele se encontra no estado fundamental,
pelo que as transi¢bes para o estado fundamental sao proibidas, sendo necessario que o spin
electrénico se inverta primeiramente, podendo entdo decair. Na fluorescéncia, o electrio que se
encontra no estado excitado singleto (§;) possui um spin inverso ao que se encontra no estado
fundamental, pelo que o retorno ao estado fundamental é uma transi¢ao permitida por spin e
ocorre rapidamente através da emissao de um fotdo. Deste modo, o fenémeno de fosforescéncia
é um processo mais lento (707 - 10" segundos), por comparacio com o de fluorescéncia (70°
segundos). Além disso, o espectro de fosforescéncia localiza-se a comprimentos de onda
superiores ao de fluorescéncia, uma vez que a energia do nivel vibracional mais baixo do estado

tripleto T, é mais baixa que a do estado singleto S,.
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Figura A.1 — Representa¢ao do diagrama de Jablonski.

A.4.1 Supressio de fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia pode diminuir através de uma grande variedade de
processos, o que se designa por supressio de fluorescéncia (quenching). A supressio de
fluorescéncia pode ser colisional ou estatica. A supressio colisional ocorre quando o estado
excitado do fluoréforo é desactivado pelo contacto com outra molécula em solucao, sendo esta
designada por supressor de fluorescéncia (QQ), ndo sendo as moléculas envolvidas quimicamente
alteradas durante o processo. O fluoréforo retorna ao estado fundamental sem emissio de um
fotdo. Sdo exemplos de supressores dinamicos de fluorescéncia moléculas como o oxigénio,
halogéneos, aminas e acrilamida, entre outras. Por seu turno, os supressores de fluorescéncia
podem formar complexos nao-fluorescentes com os fluoréforos, o que se designa por supressao
estatica, verificando-se esta no estado fundamental. O mecanismo de supressio de fluorescéncia
difere para cada par fluoréforo-supressor envolvido, mas tanto a supressao colisional como a
estatica implicam que ambos se encontrem em contacto.

O decréscimo na intensidade de fluorescéncia na presenga de um supressor ¢ descrita pela

equagao de Stern-Volmer:

Fo/F =1+ K[Q] =1+ k,7[Q] (A.11)

onde F; e F correspondem a intensidade da fluorescéncia antes e depois da adi¢ao do supressor
(Q), K,y representa a constante de supressao efectiva, sendo dependente tanto do tempo de vida

antes da adi¢ao do supressor (t;) como da constante bimolecular da reac¢do de supressao (k). A
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constante K, indica a sensibilidade de um fluoréforo a um determinado supressor: quando o
fluoréforo se encontra no interior da macromolécula, geralmente inacessivel ao solvente, o valor
de K ¢é baixo; valores de K superiores indicam que o fluoréforo se encontra livre em solugao ou
na supertficie da biomolécula. A constante k, reflecte a eficiéncia da supressio de fluorescencia ou
a acessibilidade dos fluoréforos para o supressor: supressoes controladas por difusio apresentam
valores de k, proximos de 1 x 10" M s™, enquanto valores superiores indicam algum tipo de

ligagao entre ambos (Lakowicz, 2000).
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