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F-actina — Forma filamentosa da actina

g — Aceleracdo da gravidade

G-actina — Forma monomérica da actina

h — Horas

HEPES — Acido 4-(2-hidroxiletil)-1-piperazineetanosulfonico
HMM — Meromiosina pesada

IC50 — Concentragao inibitoria, 50%

LDH — Lactato desidrogenase

Miosina-II — Miosina do tipo II

Met - Metionina

NAD" — Nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada)
NADH — Nicotinamida adenina dinucleo6tido (forma reduzida)
PDB — Protein Data Bank

Pi — Fosfato inorganico

PEP — Fosfoenolpiruvato

PK — Piruvato cinase

PM — Peso Molecular



ppb — Partes por bilido (1 png/L)

ppm — Partes por milhao (1 mg/L)

PSA — persulfato de aménio

Rf - Mobilidade relativa

RLC — Cadeia leve regulatéria de miosina

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

ROS — Espécies reactivas de oxigénio

RPE — Ressonancia Paramagnética Electronica

S1 — Subfragmento-1 da miosina II

SDS — Dodecilo sulfato de sddio

SDS-PAGE - Electroforese em gel de poliacrilamida com SDS (condi¢des desnaturantes)
SH1 — Grupo tiol mais reactivo da miosina (residuo Cys-707)

SH2 — segundo grupo tiol mais reactivo da miosina (residuo Cys-697)
SNC — Sistema Nervoso Central

TCA — Acido tricloroacético

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina

Tris — 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol

Trp — triptofano

Tyr — tirosina

UV — gama ultravioleta do espectro electromagnético

Vis — gama visivel do espectro electromagnético



Resumo

A exposigao a vanadio conduz a uma diminui¢do na actividade ATPésica da miosina e provoca a
oxidagdo dos grupos sulfidrilo desta proteina. No entanto, ndo estd integralmente esclarecido
quais os efeitos especificos que ocorrem na miosina quando exposta ao vanadio. Nesse sentido,
interessou determinar in vitro quais as alteragdes estruturais, funcionais € moleculares ocorridas
no Subfragmento-1 de miosina de musculo esquelético de coelho apds a exposi¢ao cronica a
solugdes de metavanadato, decavanadato e vanadilo. Verificou-se que a exposi¢cdo de S1 (0,05
mg/mL) a decavanadato inibe a sua actividade Mg**-ATP4sica, sendo o valor de ICs para esta
inibicao de 26,6 + 0,7 uM decavanadato. Na presenca de actina, o valor de ICsp ¢ de 28 £ 1 uM
decavanadato. A perda de funcionalidade proteica podera dever-se a oxidagdo de 2 residuos de
Cys de S1 ndo expostos ao solvente, apos exposi¢do a 1000 uM de decavanadato. Verificou-se
que as espécies oligoméricas de vanadio com maior afinidade para o S1 sdo o decavanadato e o
tetravanadato. Revelaram-se os possiveis ligandos do vanadio no S1, através de espectroscopia de
RPE. Globalmente, os resultados obtidos sugerem um efeito significativo do vanadio, nos estados
de oxidacdo (IV) e (V) na estrutura e fungdo do S1, em concentracdes facilmente alcangaveis

daquele metal no ambiente terrestre.
Summary

The exposure to vanadium leads to a decrease of the myosin ATPase activity and provokes the
oxidation of its sulfydryl groups. However, the specific effects of vanadium on myosin are not yet
fully understood. Consequently, the objectives of the present work were to establish the structural,
funtional and molecular changes suffered by rabbit myosin subfragment-1 after cronic exposure to
metavanadate, decavanadate and vanadyl solutions. It was verified that the exposure of S1 (0,05
mg/mL) to decavanadate results in the inhibition of its Mg*"-ATPase activity, resulting in the
IC50 value 26,6 = 0,7 uM decavanadate. In the presence of actin, the ICsy value was 28 + 1 uM
decavanadate. It is suggested that the loss of protein function may be due to the oxidation of 2
core cysteine residues, after exposure to 1000 uM decavanadate. It was also observed that the
decavanadate and tetravanadate species show the highest affinity for S1. Lastly, the possible S1
ligands to vanadium were revealed, through EPR spectroscopy. Globally, the obtained results
point to significant effect of V(V) and V(IV) states on SI structure and function, for easily

reachable environmental vanadium concentrations.
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1. Introdugao
1.1 Musculo esquelético

A capacidade de locomocgao ¢ uma das caracteristicas fundamentais da maioria dos organismos
vivos. A contrac¢do muscular, um dos fendmenos que a torna possivel, apresenta grande
complexidade e tem vindo a ser utilizado como modelo para a compreensao de sistemas menos

especializados de mobilidade celular [1].

No que diz respeito a sua fisiologia morfolégica, os musculos dos vertebrados dividem-se em
lisos e estriados. Estes Ultimos devem o seu nome a alternidncia de zonas claras e escuras
observaveis ao microscopio electronico, de que resulta um aspecto estriado. Os musculos
estriados podem ainda ser divididos em duas subclasses, musculos esqueléticos e cardiacos [2],
consoante a forma celular (respectivamente longitudinal ou ramificada) ou tipo de contrac¢ao das

células que o compdem (respectivamente voluntaria e involuntaria) [3].

Os musculos estriados esqueléticos sdo assim designados devido a sua localizagdo no
organismo — ligados aos ossos da coluna vertical, bragos e pernas. Sao constituidos por feixes de
células multinucleadas (miofibras) que contém miofibrilas paralelas de cerca de 1 um de
diametro, associadas a contrac¢do voluntaria, rapida e forte em actividades de coordenagao
complexa [4]. Cada feixe apresenta um didmetro compreendido entre 20 e 100 um e um

comprimento maximo que pode atingir varios centimetros (Fig. 1.1).
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Figura 1.1 — Organizacdo hierdrquica geral do musculo-esquelético (adaptado de Purves et al, 2003 [3]).

No musculo-esquelético, as zonas claras e escuras supramencionadas correspondem a zonas de,

menor e maior densidade electronica, respectivamente. As zonas claras constituem as bandas I (de



“isotropia” — polariza¢ao uniforme em todas as direc¢des), enquanto as zonas escuras constituem
as bandas A (de “anisotropia” — polariza a luz visivel). A banda I encontra-se dividida
transversalmente por uma linha escura — linha Z, de densidade electronica e refrac¢do superiores.
No interior de cada banda A existe uma zona transversal menos densa — zona H — rica em enzimas
importantes para o metabolismo celular. No centro desta zona existe uma linha perpendicular

mais escura — linha M [2].

A unidade fundamental da contrac¢do muscular ¢ designada por sarcomero (Fig. 1.2). Encontra-se
repetida de forma regular ao longo das miofibrilas, apresentando um comprimento de 2,5 a 3 um

aquando do relaxamento muscular, diminuindo aquando da contrac¢do muscular.

1 sarcémero |

1 1
linhaZ - zonaH — linhaZ

=
E——

1 um 'Filamentos grossos Filamentos finos

Figura 1.2 — Representacdo de fotomicrografia electronica e esquematica do sarcomero. Os filamentos grossos e

finos sdo maioritariamente constituidos por miosina e actina, respectivamente (Adaptado de Stryer, 2002 [2]).

As secgoes de corte do sarcomero dao conta da presenca de dois tipos de filamentos proteicos — os
filamentos grossos, cujo didmetro ¢ de 15 nm, constituidos sobretudo por miosina, e os filamentos
finos, com um didmetro de 9 nm, constituidos sobretudo por actina, tropomiosina e pelo complexo

de troponina [2].
1.1.1 Miosina

Actualmente, o termo "miosina" refere-se a uma superfamilia diversa de motores moleculares,
capazes de hidrolisar ATP e de se ligarem reversivelmente a actina. A classificagdo da
superfamilia das miosinas nas 15 classes distintas faz-se através de homologia entre as diferentes
sequéncias [A]. E também possivel a classificagdo por subclasses, das quais se destaca a subclasse
4, proveniente do musculo-esquelético e cardiaco de vertebrados. Este estudo focar-se-4 apenas
nas miosinas de classe II (miosina-II), presente nos filamentos grossos do musculo estriado
esquelético [B] e em células ndo musculares. A fun¢do da miosina-II depende da sua localizacao

celular e tecidular.



A miosina-II ¢ constituida por duas cadeias polipeptidicas idénticas, denominadas cadeias pesadas
de miosina (HC), enroladas entre si e cujo peso molecular (PM) estd compreendido entre 171 e
241 kDa). Estruturalmente, as HC dividem-se em 3 dominios funcionais - cabeca, pescoco e
cauda como se pode observar na Fig. 1.3. As cabecas ou zonas globulares estdo associados dois
pares de cadeias leves (peso molecular entre 15 ¢ 30 kDa), que se dividem em dois tipos:

essencial (ELC) e regulatério (RLC).

Cabega

Pescogo

Cadeias leves
Figura 1.3 — 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 pescogo. As cadeias leves (a verde e vermelho)

encontram-se associadas as cabecgas globulares.

As cabegas globulares, contendo os locais de liga¢do a actina e aos nucledtidos, mantém os seus
elementos estruturais basicos conservados em todas as classes, sendo estes constituidos por 720-
80 a.a. A regido do pescoco ¢ constituida por uma longa hélice o, pertencente a cadeia pesada,
que se encontra estabilizada através da ligagdo a subunidades de cadeia leve. A estrutura do
pescoco envolvida na ligagdo as cadeias leves ¢ denominada de motivo IQ, cuja estrutura
consensual ¢ IQXXXRGXXXR'. O pescogo serve como extensdo do comprimento da cabeca, de
modo a actuar como alavanca durante a contrac¢do muscular [A].A regido da cauda, ou ancora,
apresenta bastante divergéncia no que respeita a sua sequéncia, estrutura e fungdo. No entanto,
pensa-se que a sua funcdo centrar-se-4 na autoassociacao das varias moléculas de miosina-II,
através da regido de coiled-coil. Esta confere assimetria @ molécula e permite a formacgao de
filamentos grossos capazes de translocar filamentos de actina [A].

Na regido da cabeca da miosina existem 2 regides extremamente sensiveis a protedlise. A
clivagem em ambos os locais resulta na producao de trés fragmentos: um compreendendo o N-
terminal (fragmento 25 kDa), outro a regido central (50 kDa) e um terceiro o C-terminal (20 kDa)
(Fig. 1.4). Estes fragmentos dissociam-se em condi¢des desnaturantes e ndo constituem dominios
independentes da cabeca, mas provavelmente /oops flexiveis, uma vez que ndo foram observadas
na estrutura cristalina. Os varios fragmentos obtidos em diferentes condi¢gdes foram cruciais para
a elucidacao das varias fungdes da molécula.

A regido compreendida entre os fragmentos 25 e 50 kDa (loop 1) localiza-se directamente por

I = 1soleucina; Q= Glutamina, X = qualquer dos 20 aminoécidos padrdo; R= Arginina; G= Glicina
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cima do local de ligacdo ao nucleédtido. A regido entre os fragmentos de 50 e 20 kDa (loop 2)
encontra-se perto da intersec¢do entre os dominios da cabeca e do pescogo e deverd interagir com
a actina, uma vez que a ligacdo desta a protege da protedlise. Na auséncia do loop 2, a miosina
liga mais fracamente a actina do que no caso da miosina intacta . A sequéncia primaria de ambos
os loops apresenta conservacao reduzida, sendo provavel que sejam responsaveis por muita da
diversidade das diferentes propriedades enzimaticas presentes em diferentes isoformas.

No fragmento de 20 kDa, existem dois grupos sulfidrilo, Cys-707 e -697, usualmente
denominados de SH1 e SH2, devido a ordem da sua reactividade quimica. Na presenca de
nucledtidos, pode ocorrer o “cross-linking” entre estes dois grupos, incluindo a oxida¢ao a uma
ponte dissulfureto.

Devido a insolubilidade da miosina-II nativa, a estratégia adoptada para os estudos com esta
proteina ¢ frequentemente a sua clivagem em fragmentos funcionais separaveis. Um dos locais de
clivagem ocorre tipicamente a 130 kDa do N-terminal, produzindo a meromiosina pesada (HMM)
e a meromiosina leve (LMM) [C]. A HMM ¢ formada pelas 2 cabecas e pescogo e apresenta
propriedades semelhantes a miosina sem digestao (ligacao e translocacdo de actina e hidrélise de
MgATP).

A HMM pode ser novamente clivada através de uma reac¢ao de protedlise, produzindo os
subfragmentos 1 (S1) e 2 (S2).0 S1 (90 kDa) ¢ enzimaticamente activo, sendo constituido pelos
dominios da cabeca ¢ do pescoco e apresentando associacdo as duas cadeias leves, ou apenas a
ELC (Fig. 1.4).Em alternativa, o S1 pode ser produzido por clivagem directa da miosina intacta,
formando-se também um fragmento em forma de cilindro que consiste nas regides S2 e LMM
(Ref).Utiliza-se extensivamente o S1 para estudos cinéticos e de ligagdo a actina, uma vez que a

sua solubilidade simplifica o planeamento da experiéncia e a subsequente interpretacdo dos dados
Fragmento 50 kDa
[A]. - ;

B!
gr \Vd
& » Bolso de Fragmento 25 kDa
N\ ligagdo a0 ATP
(=] | / g

\ Local de C-erminal
\ ligagéo - ; 5 ‘

\dactina A= T, 4 % R RLC
\ N-terminal %/ g

5 Fragmento 20 kDa

CABEGA \ %9

e A
(4] e

—PESCOGO

ELg

Figura 1.4- Estrutura do subfragmento-1 de miosina de musculo esquelético, com énfase nos dominios de 50 kDa
central (a vermelho), 25 kDa no N-terminal (a verde) e 20 kDa no C-terminal (a azul). As cadeias leves essenciais
encontram-se a amarelo e as cadeias leves regulatorias, a lildas. Os locais de ligagdo a actina e ao ATP estdo

igualmente destacados. (adaptado de Holmes e Geeves, 1999 [D]).
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1.1.2 Actina

O termo “actina” refere-se a uma familia extremamente conservada de proteinas citoplasmaticas,
presente em todos os eucariotas. Esta proteina ndo se encontra nos procariotas [E]. A maioria das
actinas possui peso molecular proximo de 42 kDa, outra evidéncia do seu grau elevado de
conservagao, no que concerne a sequéncia e ao numero de aminoacidos. Os eucariotas superiores
apresentam um grande nimero de isoformas de actina, que por sua vez se encontram codificados
por um ainda maior nimero de genes (Ref). A expressdo das isoformas ¢ diferencial, consoante o
tecido e sua especializacdo, pelo que deverdo possuir fungdes e mecanismos direccionais
diferentes (Ref). Foi ainda observado que os mRNA das diferentes isoformas apresentam uma
distribuicao heterogénea nas células, de forma semelhante aos seus produtos proteicos [F]. Estes
dados suportam a hipdtese supramencionada do direccionamento das isoformas de actina para um

determinado local na célula, de acordo com as suas fungdes.

A actina presente no citoesqueleto é responsavel por processos como o mecanismo contractil,
fagocitose, manutengdo e alteragdo da estrutura celular, locomocgao, transporte de organelos,
regulacdo do transporte de solutos, entre outras. Nos eucariotas superiores, esta ainda envolvida
no transporte de granulos de pigmento retindide [G], transporte de granulos no axoplasma [H] e
secrecdo, entre outros [E]. Actualmente, a isoforma o da actina (a-actina) ¢ a melhor estudada,

encontrando-se envolvida no mecanismo contractil [E].

Os filamentos de o-actina tém cerca de 1um de comprimento ¢ 80 A . Consistem em duas cadeias
de actina filamentosa (F-actina) organizados em h¢lice a[I] (Holmes et al, 1990), sobre os quais
se encontram outras proteinas — a troponina (C, [ e T) e a tropomiosina (Azevedo, 1999) (Figura
1.5). A troponina € filamentosa e localiza-se nas depressdes da hélice de F-actina, conferindo

rigidez aos filamentos finos. Por sua vez, a tropomiosina € essencial na regulacdo do mecanismo

contractil .
Complexo
de troponina
Actina ICT Tropomiosina

10 nm

Figura 1.5 — Modelo estrutural dos filamentos de F-actina, contendo a tropomiosina e o complexo de troponina (I, C

e T) (Adaptado de Susana Ramos, 2005 [J]).
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A F-actina ¢ formada através da polimerizacao de subunidades globulares de actina (G-actina). A
G-actina ¢ composta por 2 dominios de tamanho semelhante, separados pelos bolsos de ligacao(1)
de catides divalentes e(2) de nucleétidos [K,L,M]. Estes, por sua vez, estdo subdivididos noutros
dois de menores dimensdes (1-4) (Fig. 1.6), cada um envolvido nas interacgdes actina-actina ou
na formacao do topo de ligagao do nucleotido. As regides N-terminal e C-terminal estdo proximas

uma da outra, no subdominio 1 [E].

Figura 1.6 — Estrutura do monémero de actina. Encontram-se representados os subdominios 1 a 4 ¢, a vermelho, a

molécula de ATP junto do respectivo local de ligagdo (Protein Data Bank ID: 1j6z)

1.1.3 Mecanismos moleculares da contrac¢cio muscular

A contrac¢do muscular ocorre através do deslizamento dos filamentos finos (de actina) por entre
os filamentos grossos (de miosina), conseguida pela reac¢do de hidrélise de ATP e regulada pela
tropomiosina e pelo complexo de troponina, em resposta a impulsos nervosos. Este mecanismo foi
inicialmente proposto por Huxley-Niedergerke [N] e Huxley-Hanson [O], ambos em 1954. A base
experimental de ambos os estudos foi a inexisténcia de variagdo do tamanho dos filamentos
durante a contrac¢do. A banda A apresenta sempre as mesmas dimensoes; por outro lado, a banda

I a zona H diminuem consideravelmente aquando da contraccao (Figs. 1.2 e 1.7).

Figura 1.7. — Modelo da contrac¢do muscular — deslizamento dos filamentos finos (azuis), relativamente aos

filamentos grossos (rosa) (Adaptado de Stryer, 2002 [2]).
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Na auséncia de ATP, e supondo a auséncia de inibi¢ao da interac¢do actina-miosina, as proteinas
encontram-se fortemente associadas, formando o complexo actomiosina (AM) (Figura 1.5).
Nestas condicdes, as cabecas de miosina formam um angulo de 45° com o eixo dos filamentos

finos de actina [P].

Na presenga de ATP, o complexo AM dissocia-se, ja que a afinidade do complexo M-ATP para a
actina ¢ 105 vezes inferior a afinidade da miosina para a actina. O ATP liga-se a miosina,
ocorrendo seguidamente a reac¢do de hidrélise de ATP. Os produtos dai resultantes — ADP e Pi -
permanecem ligados a miosina, formando o complexo M-ADP-Pi. Com a ligagdo subsequente a
actina, forma-se o complexo AM-ADP-Pi, no qual as cabecas de miosina apresentam um angulo
recto com o eixo do musculo [P]. Neste ponto, da-se a libertagdo progressiva de Pi ¢ ADP. E
provavel que a energia proveniente da hidrolise do ATP provoque uma alteragdo do angulo de
ligacdo das cabegas de miosina ao filamento de actina, passando novamente de 90° para 45° [P].
Esta alteracdo conformacional provoca o deslizamento do filamento de actina para o centro do
sarcomero, cujo encurtamento promove a contraccdo das miofibrilas. O processo supracitado

ocorre em cerca de 1ms[Q] e encontra-se resumido na Fig. 1.8.

K Kz K Ks

M MATP & MADPPi & MADPPIZ M

KDN zl(mN KIrN KIZN KI3N

AM % AMATP & AMADPPi 55 AMADPPi 55 AM
Ks Ks Kz Ka

Figura 1.8 — Esquema cinético da hidrélise de ATP pela miosina (Adaptado de Sellers, 1999 [A]).
1.1.3.1 Regulacio da contrac¢io muscular

O mecanismo pelo qual se processa a regulagdo muscular foi inicialmente descrito por estudos
distintos de Haselgrove, Huxley e Parrey-Squire, todos em 1973 [R,S,T]. Além da implicacdo
directa da tropomiosina e do complexo de troponina, a concentragio de Ca>" no musculo em
relaxamento ¢ bastante reduzida (10”7 M), aumentando notavelmente aquando da contracgio (107-

107 M).

Resumidamente, quando ocorre a excitacdo do musculo esquelético, a despolarizagdo da
membrana plasmatica ¢ difundida até ao interior do tecido, através dos tlibulos transversais
(invaginacdes da membrana plasmatica da fibra muscular). A despolariza¢do provoca a abertura
dos canais idnicos de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico adjacente. Como a concentracio de Ca®"

no interior do organelo ¢ muito elevada, o calcio passa rapida e uniformemente para o citosol.
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Assim, a regulacao da contrac¢ao ocorre com coordenacdo e rapidez na totalidade das miofibrilas

do tecido muscular (Ref).

Em repouso, a troponina I encontra-se posicionada de tal forma que a proteina adjacente,
troponina C, impede estruturalmente a ligacdo das cabecas da miosina a actina (angulo 6=50°). O
aumento da concentragio intracelular de Ca®" provoca um aumento da sua disponibilidade para

ligar a troponina C (Fig. 1.9).

J_Iocal da

-~ ligagéo
da miosina
acessiva|

tropomiosina

actina

Figura 1.9- Regulacdo do mecanismo contractil no miisculo esquelético, pelo complexo de troponina.

Como consequéncia, a troponina C altera a sua conformagao (6=70°), associando-se a troponina I,
que deixa de inibir a ligagdo das pontes transversais. A alteracdo anterior ¢ transmitida a
tropomiosina através da troponina T, adjacente & C, o que provoca o deslocamento da
tropomiosina na direc¢do do interior do sulco do filamento de actina. Assim, ¢ possivel a
interaccdo eficaz entre actina e miosina. A Ca*"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico provoca a
reacumulagdo do ido célcio no organelo, impedindo o prolongamento desnecessario da contrac¢ao

(Ref").

1.2 Vanadio

O vanadio ¢ um metal de transicdo pertencente ao grupo VB da tabela periddica. Foi
primeiramente descoberto em 1801 por Andrés Manuel del Rio, que concluiu erradamente que era
idéntico ao cromio, e definitivamente por Nils Gabriel Svenson, em 1831. Recentemente, foram
descobertas importantes funcdes bioldgicas deste elemento provavelmente essencial para os
humanos, de que se destaca, no contexto do presente relatorio, a possibilidade de actuar como
andlogo do grupo fosfato e a inibigdo de enzimas in vitro, como € o caso da actividade ATPésica

da miosina.

E um metal solido a temperatura ambiente, que se encontra amplamente distribuido nos varios

. .o, . 1 en
ecossistemas, em dois is6topos naturais — 'V e °'V — raramente excedendo 0,1 partes por bilido
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(ppb). Esta associado a cerca de 70 minerais diferentes na natureza (dos quais se destacam o
uranio, cobre, chumbo, zinco, fosfato e titdnio ferroso), especialmente na forma de vanadato ou
pentoxidos de vanadio. O vanadio ¢ um dos principais constituintes da matéria organica fossil,
com especial €nfase para o carvao, oleo de crude e fosseis carbonaceos [U,V], bem como em
alimentos consumidos pelo Homem (salsa, pimenta preta, cogumelos, marisco, vegetais, cereais,
gorduras e oleos) [W]. Estes constituem a maior fonte de exposi¢do ao vanadio da maioria da

populagdo humana [X].

Normalmente, a entrada do vanddio no organismo ocorre por inalagdo ou, em menores
quantidades, por absor¢do pelo tracto gastrointestinal ou pela pele. O seu armazenamento centra-
se no figado, rins, cérebro, coragao, musculos e ossos. No entanto, a retencdo de vanadio no
organismo humano ¢ reduzida — em condi¢des normais, cerca de 100 uM (em muitos tecidos, a

quantidade ¢ inferior a 10 ng/g de tecido) [Y].

Actualmente, ndo existem provas de deficiéncia nutricional de vanadio em humanos, ou de
enzimas que contenham vanadio, em animais superiores. No entanto, varios estudos relacionam a
ocorréncia de deficiéncia em galinhas e ratos, devido a uma alimenta¢do pobre em vanadio. Os
sintomas relatados incluem retardamento do crescimento, malformagdes dsseas, perturbacdes no
metabolismo lipidico e estagnacdo reprodutiva, entre outros [Z, AA, AB]. Os efeitos fisiologicos
do vanadio podem depender do tipo de composto ou de oligdbmero, uma vez que, consoante as
suas estabilidade, labilidade e nimero de coordenacao, as respostas serdo diferenciadas ao nivel

dos organismos vivos .

Por outro lado, a toxicidade do vanadio encontra-se bem caracterizada, existindo sintomas
descritos em varios mamiferos (inclusive o Homem), que incluem diarreias, cdibras, irritacdo da
pele e mucosas, palpitagdes cardiacas, anemia, pneumonia, bronquite, perturbagdes no Sistema
Nervoso Central (SNC), entre outros (Ref). A toxicidade varia geralmente com a natureza do
composto, com aumento proporcional a sua valéncia. Verificou-se que a forma de entrada do
vanadio tem também efeito na sua toxicidade — os maiores niveis verificaram-se por injec¢ao
intravenosa da amostra, sendo progressivamente inferiores por inalacdo e, finalmente, por
ingestao [X, AA]. A ampla utilizagdo dos compostos de vanadio na industria quimica, bem como
as elevadas quantidades de vanddio libertadas através da combustdo dos Oleos de crude
contribuem consideravelmente para o aumento da biodisponibilidade do vanadio. Como tal, o
interesse neste elemento e nos problemas ambientais por ele causados tem vindo a aumentar

significativamente [V].

1.2.1 Propriedades quimicas
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A quimica do vanadio ¢ extraordinariamente complexa, pelo que originou varias interpretagdes
incorrectas, desde a sua descoberta. No entanto, as suas propriedades dependem, em ultima
andlise, da configuragdo electronica do elemento. Assim, a variabilidade encontrada no
comportamento quimico do vanadio pode dever-se a sua configuracdo — [Ar] 3d* 4s* — que
permite a formacao de varios estados de oxidagao (de +2 a +5). Em solugdo aquosa, os estados de
oxidacao estaveis vao de V(V) a V(II). Destes, apenas os +3 a +5 sdo biologicamente importantes,
j& que o V(II) apresenta demasiada capacidade redutora para existir nos organismos Vivos

conhecidos [AC].

No fluido extracelular, os compostos de vanadio encontram-se predominantemente na forma de
monovanadatos (V(V)) livres ou ligados a transferina do soro ou a hemoglobina (Ref"). Os ides de
vanadato livres sdo transportados para o meio intracelular através de canais i6nicos inespecificos.
J4& no ambiente intracelular, os compostos sofrerdo uma bio-redugdo, através da accdo da
glutationa ou outros compostos com grupos —OH, como pentoses, hexoses ou etanolaminas [V]. A
reoxidacdo de vanadilo (V(IV)) intracelular a vanadato (V(V)) provocaria a acumulagdo téxica
destes ultimos, pelo que a complexagdo da espécie reduzida o impede. O transporte de vanadio

para o interior da célula encontra-se na Fig. 1.10 .

P-VO;

N

VO:

citoplasma

redutores

—_—
g S—
VO:; oxidantes

Figura 1.10 — Transporte de vanadio para a céluka e seu subsequente metabolismo (P=Proteina) (Adaptado de

Zaporowska e Scibor, 1998).

1.2.1.1 Vanadio(IV)

A espécie de vanadio (IV) mais bem conhecida é o ifo vanadilo (VO*"), espécie estavel a pH
acido, sendo a maioritaria a pH 3[AD]. 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
solucdo aquosa. No ambiente intracelular, a presenca de glutationa reduzida, acido ascorbico
NAD(P)H, entre outros, conduzem a que o principal estado de oxidacdo nos sistemas biologicos
seja provavelmente o +4, encontrando-se o V(IV) fortemente complexado com proteinas ou
aminodacidos livres, citrato, ATP e pirofosfato (Ref's). Em alternativa, o V(IV) pode existir

16



livremente em ambientes fortemente acidos, como os lisossomas, ja que, a pH superior a 3, as

solucdes de vanadilo tendem a ser oxidadas pelo ar, formando-se vanadato. Esta grande
. . . . g ~ . . 2+

capacidade redutora justifica parcialmente a utilizagdo pouco extensiva do ido VO° como

inibidor [W].

1.2.1.2 Vanadio (V)

O vanadio (V) ¢ a forma mais estavel num intervalo de pH amplo [W]. O 130 anidénico VOs'tende
a constituir complexos polinucleares, pelo que as solugdes aquosas de vanadato sao extremamente
complexas, com ocorréncia simultanea de varios equilibrios de protonacao (pKa(vanadato)= 3,5,
7,8 e 12,5) e oligomerizagdo. As espécies presentes (H;VO4, H,VOy, HVO42' e VO43') dependem
do pH, forca i6nica e temperatura da solugdo e da concentragdo total do elemento

[AE,AF,AG,AH,AIJ.

3- r 4 . . . .
O VO4” - monomero ortovanadato, V; — estd associado a uma grande parte da importancia
bioldgica do vanadio, uma vez que se trata de um analogo electronico e estrutural do ortofosfato

(PO,”). A coordenacio do ortovanadato pode ser tetraédrica ou bipiramidal trigonal (Ref's).

A oligomeriza¢do do vanadato monomérico d4 origem ao dimero (V,0;> - V»), que apresenta
também equilibrios de protonagdo. Presume-se a existéncia de analogia do vanadato dimérico com
o pirofosfato, embora ndo haja evidéncia estrutural (Ref'). A dimerizacdo do V, origina o
vanadato tetramérico, ou metavanadato (V40124' - V4), que constitui a espécie maioritaria em
solucdes aquosas concentradas (Ref*). As estruturas do metavanadato e a sua espécie protonada
sdo ciclicas [AJ]. Outra espécie oligomérica importante ¢ o vanadato pentamérico (VsO;s), cuja

estrutura presumida € ciclica [Al].

O oligdbmero com maior importancia bioquimica ¢ o vanadato decamérico (V10027-V o)(Ref*), a
espécie predominante em solugdes de pH 2-6, quando a concentragdo total de vanadato € superior
a 100 uM (Ref). A estrutura do Vo ndo difere em solucdo ou no estado s6lido.Os 10 atomos de
vanadio da espécie decamérica estdo divididos em trés grupos, identificados na figura como Va.c,

consoante o seu ambiente quimico circundante (Ref*) (Fig. 1.11).

A expressdao “decavanadato” refere-se a uma solugdo aquosa na qual a espécie decamérica se
encontra em equilibrio quimico com as espécies Vi, V,, V4 e Vs, sendo que a oligomerizacao
progressiva do vanddio ¢ proporcional a sua concentragdo total (Ref). Nesta solucdo, a

concentragdo de V| corresponde a aproximadamente 10% da concentragdo total de vanadio [AK].
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Figura 1.11 — Estruturas esquematicas das espécies de vanadato (espéciec monomérica (V;), dimérica (V,),

tetramérica (V,), pentamérica (Vs) e decamérica (V). (Adaptado de Aureliano e Crans, 2008).

1.2.2 Metabolismo e efeito na actividade enzimatica

Apesar de ndo terem sido ainda encontradas as provas categdricas das suas fungdes nos seres
vivos, sabe-se que o ido vanadato ¢ capaz de inibir uma grande quantidade de enzimas in vitro,
com especial énfase na actividade ATPésica da miosina [AL, Teresa]. Como referido
anteriormente, o vanadato ¢ capaz de actuar em alternativa ao fosfato nas reacgdes bioquimicas,

incluindo a sua preferéncia de ligacdo as enzimas [W].

E conhecido o papel do vanadio no metabolismo do calcio, promovendo a mineralizagdo dos
dentes e ossos; na biossintese de lipidos (triglicéridos e colesterol), com posterior inibicdo da
acumulagdo destes nos vasos sanguineos € no SNC; na reproducdo e desenvolvimento, por
mimetiza¢do e potenciacao de factores de crescimento; na estimulagdo do consumo de glucose e
da sintese de glicogénio, com actuagdo equivalente aos efeitos da insulina ao nivel celular; na
transducdo de sinais celulares, com regulacdo da actividade de segundos mensageiros, no
transporte de i0es e aminoacidos, na transcrigdo genética e sintese de proteinas e DNA, entre

outros [W, Y, AB].

Assim, o vanddio cnseguird provocar inumeras mudancas bioquimicas nas células. Alguns
exemplos da influéncia bioquimica do vanadio incluem os seus efeitos nos processos de
fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas e na participacdo na formagao de espécies reactivas de

oxigénio, devido ao seu efeito pro-oxidante sobre agentes redutores a nivel celular [AM].

Quanto ao seu efeito na actividade enzimatica, pode dividir-se em dois tipos principais — inibitdrio
e estimulante -, dependendo da enzima ou do tipo de reac¢do por esta catalisada. No primeiro

grupo, incluem-se enzimas como as ATPases (de miosina, de canais idnicos e fosfoenzimas
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transportadoras) e as fosfatases (da tirosina, acida e alcalina), a fosfofrutocinase, adenilato ciclase
e catalase, entre outras [AA]. O segundo grupo inclui a maioria das cinases, a glucose-6-fosfato

desidrogenase, a fosfoglicerato mutase e a fosfoglicerato fosfatase (Ref*).

O efeito do vanadio (V) na actividade enzimdtica estd relacionado com o seu nimero de
coordenagdo, podendo actuar como estado de transicdo ou por mimetizagdo de cofactores,
substratos (especialmente o fosfato) e interacgdes proteina-proteina (como no caso das
polimerases e transcriptases). Pode ainda estar envolvido na formagao de ligacdes de hidrogénio,
interacgoes electrostaticas, estéreas e de oxidacdo-redugdo. Uma evidéncia desta ultima é a sua
capacidade de alternancia entre os estados de oxidacao +5 a +3, o que torna facil a sua interac¢ao
redox com enzimas contendo residuos de cisteinas (Cys) ou qualquer outro composto organico

com actividade redox [AN].
1.3 Vanadio e musculo esquelético

A primeira evidéncia da presenca de vanadio no musculo esquelético proveio de uma amostra de
ATP isolado de musculo de cavalo, que continha uma impureza — vanadio — cuja presencga
provocou a inibigio da actividade da bomba de Na'/K'-ATPase [AO]. Desde entdo, varios
estudos tém sido realizados com énfase na interaccdo das varias espécies de vanadato com o
tecido muscular. Destes, destaca-se a descoberta da interac¢ao forte da espécie Vo com a miosina

fosforilada [AP] e a sua inibi¢do da actividade ATPasica da miosina[AQ, AR].

No quediz respeitoao ido monovanadato, destaca-se a sua inibi¢doda actividade Mg*"-ATP4sica
da miosina [AS], que ocorre de duas formas distintas: (1) na presenga de concentragdes reduzidas
de Vi, a inibicdo ocorre a velocidade reduzida, dependente da concentracdo da espécie
monomérica; (2) na presenca de concentragdes elevadas de V|, o nivel de inibi¢do aproxima-se de
100%, desde que [V,] seja superior & concentracdo total de locais com actividade Mg>-ATPésica
no ensaio. Esta inibicdo ¢ irreversivel, tanto por dialise ou adigdo de agentes redutores do
vanadato [AL].Segundo Pate et al.(1994)[AT], a espécie monomérica podeinibir a velocidade de
contrac¢do a temperatura inferior a 20°C, perdendogradual e rapidamente essa capacidade até os
50°C, temperatura a qual cessa a capacidade inibitoria. Os resultados obtidos sugeremainda uma
interaccao altamente cooperativa entre o 130 vanadato e as proteinas componentes do musculo
esquelético.Destaca-se também a descoberta da inibi¢do da geragcdo de forca contractil nas fibras
musculares por parte da espécie monomérica|AT].Wilson et al.(1995) [AU ]determinaram que a
afinidade da espécie V; para o S1 de miosina ¢ significativamente mais elevada do que a do ido
Pi, seu andlogo. Descobriram ainda que que a ligacdo do vanadato podera envolver transigcdes

entre estados energéticos com energia livre independente dos impedimentos estéreos impostos
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pela estrutura das miofibrilas. Os estudos desenvolvidos por Smith ef al (1990)[AV]
determinaram queo 130 monovanadato ndo apresenta um efeito pronunciado na inibi¢do da
actividadeacto-S1-miosina-ATP4sica, excepto em concentragdes superiores a 900uM, a partir das
quais existe producdo de espécies oligoméricas, para as quais o efeito inibitdrio serd mais
elevado.A espécie monomérica de vanadato consegue adoptar facilmente uma geometria do tipo
bipiramidal trigonal, que mimetiza o intermediario formado (Mg ADPPi)aquando da reaccao de
hidrélise de ATP no local activo da miosina [AW]. De facto, a interac¢dao do vanadio com a
miosina ¢ inesperadamente estavel, na presenga de ADP. Esta interac¢ao resulta na formagao de
um complexo enzimatico inactivo e estavel, com estequiometria de 1:1 ADP:vanadato por sitio
activo da proteina. A formacao do complexo estavel miosina-vanadato foi proposta por Goodnoet
al. (1982) [AS]. Nesta, ocorre um pré-equilibrio rapido que induz a formagdo de um complexo
ternario reversivel (M'ADP'V), com formagio lenta do isémero M"ADPV. A diferenca entre os
compostos de vanddio e de fosfato centra-se no tempo de meia vida (t;2) do Pi ou do V (no
primeiro, t;,=12 s, enquanto no segundo t;»=24 h) (Ref’). A diferenca dever-se-4 a possivel
complexacdo do vanadio com grupos nucleofilicos no sitio activo, o que provocaria uma

estabilizacdo da miosina na conformacdo M®ADP'V.

No que respeita aos estudos realizados com a espécie tetramérica, Cremo et al determinou que a
cadeia pesada do S1 de miosina pode ser clivada em dois locais distintos (designados V1 e V2)
pela espécie V4, apds irradiacdo com luz UV na presenca de concentragdes de vanadato na ordem

dos milimolar e na auséncia de nucleotidos ou metais divalentes.

Ja no que concerne aos estudos realizados com énfase na espécie decamérica, foi sugerido
porRamos et al. (2006) [AK]que a interaccdo do decavanadato com a G-actina, favorecida pela
polimerizacdo desta lltima, estabiliza a espécie Vj e induz a inibi¢do da formacdo de F-actina. A
estabilizacao da espécie Vo por proteinas tansmembranares e do citoesqueleto pode ser a razdo
pela qual ocorre a toxicidade do decavanadato, reportada na avaliagdao dos efeitos do V(V) nos
sistemas bioldgicos.Tiago et al (2007) [AR] concluiram que o Vg apresenta uma clara preferéncia
de ligagdo ao “back-door” da Sl-miosina-ATPase, o que se verifica apenas na estrutura
conformacional desimpedida, com acesso facilitado ao local de ligagdao do Pi. Sugere também que
0 Vjo actua como um “back-door stop”, bloqueando estaabertura do fragmento de 50-kDa,
necessaria para a hidrolise do ATP-y-fosfato, o que constitui uma explicagdo simples do
comportamento ndo competitivo da espécie decamérica, estimulando a utiliza¢dao deste oligdbmero

como uma feramenta da elucida¢do das mudancas conformacionais “back-door” da miosina, no
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processo da contrac¢do muscular(ref).Destaca-se ainda a descoberta da capacidade inibitoria do

Vo em relagdo a fosforilagdo oxidativa mitocondrial [AX].

Finalmente, no que concerne aos estudos realizados com a presenca de varias espécies
oligoméricas, Aureliano e Madeira (1994) [AY ]Jobservaram que, na presenga de Ca*", as espécies
V4 e Vigse ligam a Ca*"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico, enquanto a espécie V; se liga apenas
na presenca de ATP. Aparentemente, o aumento da concentracio de Ca>” tem o efeito contréario da
inibicdo da ATPase do reticulo sarcoplasmatico pelo V;, ndo tendo no entanto efeito significativo
sobre a inibigdo por parte da espécie V. Tiago et al (2002) [AP] concluiram que, em condic¢des
proximas as fisiologicas, a espécie Vo difere das espécies presentes na solu¢do de metavanadato
devido a sua forte interaccdo com a miosina fosforilada e a sua inibi¢ao da actividade ATPasica
da miosina. Para além disso, o ATP diminui a afinidade da miosina para o Vg4, induzindo a
interac¢do com V; e ndo tendo qualquer efeito no que diz respeito ao V. Foi também proposto
[AQ] que a ligagdo das espécies oligoméricas de vanadato aoS1 de miosina nos locais onde o
fosfato coordenaé¢ provavelmente a causa da inibigdo da actividade ATPésica da miosina
estimulada por actina, através da preven¢ao da troca entre ATP/ADP, sendo esta favorecida para

anides de vanadato com valéncias superiores, como € o caso do V.

Na presenca de actina, as velocidades de dissociagdao do Pi e do V aumentam consideravelmente,
este ultimo em menor quantidade. Assim, a ligagdo da actina ao complexo M'ADPV ePi ¢
bastante fraca, pelo que se sugere que o ADP'V teria um efeito de relaxamento semelhante ao
ATP. No entanto, a capacidade do vanadio em inibir a actividade ATPésica da miosina e da
actomiosina ¢ diferenciada, uma vez que, na auséncia de actina, a inibi¢do ¢ total para
concentragdes na gama dos uM, mas na sua presenca, a inibi¢do ¢ totalmente conseguida apenas
em concentracdes na gama dos mM (Ref). No entanto, ¢ necessario considerar a possivel
formagdo de espécies oligoméricas de vanadato, cuja afinidade e efeito na enzima serdo
diferentes. Assim, pode concluir-se que o efeito de inibigdo observado para a actividade ATPasica
de miosina estimulada por actina se pode dever a presenca das diferentes espécies oligoméricas, o
que foi ja sugerido por Aureliano (2000) [AZ] — as espécies tetramérica e decamérica de vanadato
interactuariam com a miosina, com alteracao da sua interac¢ao com a actina. No entanto, nao ¢
conhecida a contribuicao absoluta das restantes espécies oligoméricas para a inibicdo da ATPase

da miosina estimulada por actina (Refs).
1.4 Objectivos do projecto

Pretende-se com este projecto o isolamento, purificacdo e caracterizagao da actina do musculo
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esquelético de coelho, sendo esta Ultima também realizada para o sufragmento-1 de miosina.
Seguidamente, realizar-se-4 a quantificacdo e caracterizagdo das proteinas por espectroscopia UV-
Vis e SDS-PAGE e a caracterizacao das solugdes de vanadio por UV-Vis e ressonancia magnética
nuclear (RMN). Por ultimo, a interaccdo do S1 de miosina com o vanadio serd avaliada através

das técnicas de UV/Vis, RMN e ressonancia paramagnética electronica (RPE).
2. Discussao de Resultados
2.1 Caracterizacio das proteinas isoladas

2..1.1Analise do estado de pureza

O estado de pureza das solugdes de actina e de S1 foi analisado por electroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) (Fig. 2.2), que separa as moléculas de
acordo com o seu peso molecular (PM). A concentragcdo de acrilamida escolhida (10%) permite a
deteccao simultanea de componentes com peso molecular inferior a 20 kDa e outros com elevado

peso molecular.

MM (kDa) - - "
- Figura 2.1 — Fotografia de gel de SDS-PAGE (10% acrilamida). Poco (a):
e 10 pL. do marcador de elevado peso molecular (?). Pogo (b): 20 uL de [G-
* I actina]=1 mg/mL. Poco (c): 20 pL de [S1]=1 mg/mL. Aplicou-se uma
45 voltagem de V durante h e min.
Actina
i 4
25 N

184

14,4 -

A partir da recta de calibracdo obtida, log PM = -1,177 Rf + 2,247 (ver ponto 2 da sec¢ao
Anexos), pode verificar-se a presenca de actina na amostra do pogo (b), presente numa banda
bastante intensa (PMaparene=40 kDa), bem como a presenga minoritiria de outros componentes
desconhecidos, que ndo terdo sido eliminados durante o processo de extracgdo e purificagdo e nao
sdo relevantes para o estudo em questdo. Na amostra do pogo (c) nota-se a presenca de S1
(PMaparente=92 kDa), bem como a de outros componentes cuja banda € ligeiramente menos intensa.

Estes poderdo ser fragmentos proteoliticos de miosina e de S1. Esta ainda presente uma bada de
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maior intensidade, que podera ser a proteina-C (PM=135 kDa), uma vez que a sua remog¢ao
completa da amostra necessitaria de um passo adicional de cromatografia de troca idnica [BA].
No entanto, ndo podemos confirmar que se trata desta proteina ou de qualquer outra, uma vez que

se encontra fora do intervalo de migracao dos marcadores de peso molecular.
2.1.2 Determinacio da concentracio proteica
2.1.2.1Subfragmento-1 de miosina

A partir da recta de calibragdo obtida pelo método de Bradford [BB](ver sec¢do 3.3.1.1 do
Procedimento Experimental), Asgsnm = 0,0546[BSA] + 0,0209 (ver sec¢ao de Anexos),foi possivel
determinar um intervalo de concentracdo de S1 de miosina compreendido entre 22,6 ¢ 117(+
42.3uM) (2,03 e 10,56 (= 3,81 mg/mL)) (n=8). A concentracdo média de S1 de miosina apos
dialise, contra a solu¢do tampao 10 mM HEPES, pH 7,5, 25 mM KCI, determinada pela leitura da
ADbSs280 nm,foi de 20,4£3,0uM (1,8+0,3 mg/mL)(n=7).

As amostras a quantificar através do método de Bradford ndo sofreram didlise, o que permite
explicar a concentragdo superior de S1 de miosina, em comparagdo com o valor obtido através do
método directo. Esta razdo, aliada a sensibilidade e rapidez superiores deste ultimo, fez com que

se optasse pelo método directo para a quantificacdo da grande maioria dos ensaios.
2.1.2.2Actina

A concentragdo de actina foi determinada quando esta se encontrava na forma monomérica (G-
actina), por medi¢do da leitura directa da Absygo nm, tendo-se obtido uma concentragdo média de
69,1+48,1uM (2,90£2,02 mg/mL) (n=3), em 2 mM Tris-HCL, pH 8,0, 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM Na-
ATP. Ao comprimento de onda utilizado (290 nm), absorvem fortemente apenas os residuos de
Trp, pelo que a medicdo efectuada tem menor sensibilidade do que se tivesse sido efectuada a 280
nm, uma vez que a actina apresenta apenas 4 residuos deste aminoacido, embora tenha 16

residuos de Tyr.
2.2 Medic¢ao da actividade enzimatica de S1 de miosina

2.2.1 Mediciio das actividades de Ca**-ATPase e K'/EDTA-ATPase de S1, pelo método de

Fiske-Subarow modificado

As actividades ATPasicas de S1 de miosina dependentes de Ca*" e K'foram analisadas pelo
calculo das velocidades de consumo inicial do fosfato inorganico (Pi). Definiu-se os tempos de 5

e 3 minutos para a medigdo da Ca*" e da K'/EDTA-ATPase, respectivamente. Os valores obtidos
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a partir do protocolo presente no ponto 3.4.1 da sec¢do Procedimento experimental encontram-se

descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2.I — Acrividades ndo-fisiologicas de subfragmento-1 determinadas pelo método de Fiske-Subarow

modificado (n=2).

Actividade
ATPasica nao Actividade (nmol

Proteina fisiologica Pi/min.mg proteina)  Actividade (s-1)
Ca’*-ATPase 1400 + 30 2,100 £ 0,045

S1 K'/EDTA-ATPase 2334+ 50 3,500 +£0,075

As actividades ndo-fisiologicas reflectem o estado de oxidacao dos residuos expostos de Cys, 707
(SH1) e 697 (SH2). Se o grupo SHI sofrer oxidacao, a actividade ATPésica dependente de Ca2+
aumenta e a actividade dependente de K+ diminui. Por outro lado, se o grupo SH2 sofrer

oxidacdo, regista-se a perda completa destas actividades.

De acordo com Margossian e Lowey (1982) [BA], as actividades ATPésica de S1 de miosina
dependente de Ca’" e K+/EDTA da miosina s3o, respectivamente, de 2,4 e 11,2 s”! Estd também
descrito que a actividade ATPasica dependente de K™ ¢, em média, cerca de 3 vezes superior &
dependente de Ca®", reflectindo a quantidade das preparagdes. A razdo obtida entre os valores das
actividades ATP4sicas dependentes de K™ e Ca*™ ¢ de 1,66. Os valores obtidos para as actividades
(Ca2+-ATPase=2,1 s'l; K'/EDTA-ATPase= 3,5 s'l) sao inferiores a valores obtidos por
Margossian ¢ Lowey [BA] e Tiago [BC], com for¢a ionica inferior. O valor obtido para a
actividade ATP4sica dependente de Ca®" é superior ao obtido por Polosukhina et al. (2000) [BD],
cuyjo meio de reaccdo continha MOPS e apresentava for¢ca ionica inferior. Os dados
supramencionados comprovam a variagdo da actividade a ATPdasica nao fisioldgica em relacao a

forga 16nica, temperatura e pH.
2.2.2 Mediciio da actividadeMg**-ATP4sica de S1, pelo método de enzimas acopladas

A actividade de Mg®"-ATPase é a Ginica que possui significado fisiologico, sendo as restantes
bastante Uteis apenas para indica¢do da qualidade de preparagdao do S1[BA]. A 0,575 M KCl, a
actina e o S1 formam uma solugdo viscosa e turbida. Apos a adicdo de MgATP, o complexo acto-
S1 dissocia-se e a turbidez da solucdo diminui. Se a forca ionica for reduzida, a dissociacao do
complexo actoS1, que se encontra na forma de suspensao, ¢ induzida. O MgATP ¢ rapidamente
hidrolisado, diminuindo a sua concentracdo no meio reaccional. Nestas condi¢des, ha
reassociacdo e subsequente contraccdo dos filamentos de actina e de S1, com formacao de

24



precipitado. O método descrito traduz de forma bastante elementar o fenomeno da contracgdo in
vivo e elimina o problema anterior da solubilizac¢do ineficiente da miosina, de modo a obter uma
medicdo exacta da actividade [A]. A utiliza¢do de forgas idnicas reduzidas aumenta a afinidade da
actina para o S1, permitindo contornar a extrema dificuldade em obter a concentracao proteica dos
musculos (cerca de 100 mg/mL do complexo actomiosina). As actividades Mg® -ATPasicas de S1
de miosina foram determinadas a partir do declive da variacdo da Absss, relativo a oxidacao de
NADH, em fung¢ao do tempo, como ¢ descrito no ponto 3.4.2 do Procedimento Experimental. Os

valores obtidos para a actividade Mg”*-ATP4sica encontram-se apresentados na Tabela 2.11:

Tabela 2.IT — Actividade Mg”'-ATPasica de subfragmento-1 de miosina determinadas pelo método das enzimas

acopladas.

Actividade (nmol

- 4
ATP/min. mg(S1)) Actividade (s”)

1097 + 269 1,64+ 0,4

Ramos (2005) [J] obteve o valor de 0,1 s para a actividade Mg*"-ATP4sica de S1 de miosina,
com forc¢a i6nica intermédia; Tiago (2005) [BC] obteve o valor de 0,11 s-1, em condigdes de forca

i6nica reduzida, em relacao a utilizada no presente relatério.
2.3 Preparacao e caracterizacao das solucdes de vanadio

2.3.1 Analise da composicio das solucdoes de vanadato por espectroscopia de S'Y-RMN:

efeito da concentracio da espécie

A dilui¢do das solucdes stock de meta- e decavanadato ird determinar fortemente a composi¢ao
em solucdo dos diferentes oligomeros de vanadato (ref). No caso do decavanadato, o periodo de
tempo apoés a dilui¢do ira também ser um factor importante a considerar, devido a decomposicao
da espécie Vg(ref).Torna-se assim fundamental determinar a composi¢do quimica das solugdes
no meio de ensaio utilizado (HEPES 10 mM, KCl 25 mM), de modo a correlaciona-la
correctamente com os possiveis efeitos promovidos pelas diferentes espécies de vanadato no
sistema em estudo.

Além disso, deve ser dado énfase as importantes interac¢cdes que ocorrem entre o vanadio € os
tampodes escolhidos. O tampdo com menor nimero ¢ magnitude de interac¢do ¢ o HEPES [AD],
seguido do Tris, sendo este ultimo especialmente aconselhado em concentragdes baixas para casos
de incompatibilidade enzimatica ou quimica redox. No caso especial da reac¢do redox

NAD(P)H/NAD(P), o tampdo adequado ¢ o imidazole, de modo a ndo haver reaccdo com o
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vanadato. Os tampdes a evitar em qualquer situagdo incluem a trietanolamina, fosfato, citrato e

glicina, entre outros [AD], uma vez que todos interactuam fortemente com V(V), com formacao

de complexos estaveis.

Assim, procedeu-se a analise da composi¢ao das solugdes de meta- e decavanadato apos diluicao

das solugdes stock (50 mM em vanadato total) no meio de reaccdo (tampao D), através da

espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de *'V. Nas figuras x1 e x2 apresentam-se 0s

espectros obtidos para as solugdes de deca- e metavanadato num intervalo de concentragdes de 1 a

10 mM. A Tabela seguinte resume os parametros espectroscopicos obtidos para cada espécie

presente nas solugdes analisadas.

Vo |
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Figura 2.2- Espectros de RMN de °'V de
concentragdes crescentes das espécies oligoméricas
de vanadato, obtidos apos dilui¢do da solucdo stock
de decavanadato em 10 mM HEPES pH 7.0, 25 mM
KCl, para concentragdes finais de A) 1 mM, B)2
mM, C) 4 mM, D) 8 mM, E) 10 mM de
total. Vjrefere-se as

VlOA)

decavanadato espécies

monoméricade vanadato. Vies € Vioc
correspondem respectivamente aos grupos de atomos
de vanadio presentes na figura 1. do capitulo 1.V,

corresponde a espécie monomérica.

Tabela 2.III- Desvios quimicos médios (0) das ressondncias das espécies decamérica (V ), monomérica (V) e

tetramérica (V) presentes nos espectros da solugdo de decavanadato.Largura a meia altura (Av,,) da espécie Vga.

Parametros V]()A V]()B V]oc V] V4
3 (ppm) -516,2 -500,3 4255 -561,6 -574,8
Avy;, (Hz) 175 n.d. n.d. n.d. n.d.

4 ™ Figura 2.3 — Distribuico grafica das
— espécies oligoméricas de vanadato vs. a
o
3 concentragdo de decavanadato total. As
c
S concentragdes de cada espécie foram
()]

o —e— V10 obtidas segundo a formula descrita na
Q -~

@ % = V1 seccao 3.5 do Procedimento
£ X

S —a- V4 Experimental (4reas dos sinais de °'V-
; RMN observadas na figura x1).Vyo, V; e
o

g V, correspondem as espécie monomérica,
w)

L= . [Decavanadato]total (mV) . dimérica e tetramérica, respectivamente.

\ ) L) L) /
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Nas solucdes de decavanadato, as espécies monomérica ¢ decamérica de vanadato sdo as Unicas
presentes, para concentra¢des de decavanadato inferiores a 8 mM. Ambas as espécies aumentam
linearmente com o aumento da concentracao total de vanadato. Tal como constatado em [AY] e
em (Teresa), quando a concentragao de V; ¢ igual ou superior a 200 uM, inicia-se a sua
oligomerizagdo para originar a espécie tetramérica. No entanto, nas condi¢gdes de realizacao dos
ensaios descritos no presente relatério, ndo foi possivel identificar a espécie tetramérica neste
estudo em concentragdes inferiores a 8 mM, tendo o mesmo sido observado por Ramoset al.
(2006) [AK]. Os resultados obtidos mostram claramente o equilibrio entre a espécie decamérica e
a monomeérica € que o aparecimento de outras espécies oligoméricas se encontra dependente da
concentragdo desta ultima. Apesar de nao ter sido realizado o ensaio com 5 mM de decavanadato
total no presente relatério, estd reportado em Ramos ef al. (2006) [AK] que as concentragdes da
espécie decamérica e monomeérica sao respectivamente de 500 pM e 200 uM. Assim, pode inferir-
se que, para concentragdes inferiores a 5 mM e intervalos de tempo de cerca de 20 minutos (que
inclui o tempo de preparacdo da amostra e de aquisi¢do do espectro), existem em solucdo apenas

as espécies decamérica e monomérica de vanadato.

Y Figura 2.4 — Espectros de RMN de °'V de concentragdes
v, crescentes das espécies oligoméricas de vanadato, obtidos
| apos diluicdo da solugdo stock de metavanadato em 10 mM
—A A HEPES pH 7.0, 25 mM KCl, para concentragdes finais de A)
1 mM, B) 2 mM, C) 4 mM, D) 8 mM, E) 10 mM de
metavanadato total. V; refere-se as espécies monomérica de
vanadato.V; e V, correspondem respectivamente a espécie

monomérica e dimérica.

-420 -840 -460 -180 -5t -520 -540 -560 580 ppm

Figura 72.5 — Distribui¢ao grafica das espéciés

oligoméricas de vanadato vs. a concentracdo de

metavanadato total. As concentragdes de cada 3

espécie foram obtidas segundo a formula descrita § s ——V1
na sec¢do 3.5 do Procedimento Experimental § % —|—\V2
(4reas dos sinais de °'V-RMN observadas na %Dg —A—V4
figura x1).Vyy, V| € V, correspondem as espécie :§ § —=— V5
monomérica, dimérica e tetramérica, u%

respectivamente. _ [Metavanadato]total (mM} ———
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Tabela 2.IV— Desvios quimicos médios (d)das ressonancias das espécies tetramérica (V,), monomérica (V;) e

dimérica (V,) presentes no espectro da solugdo de metavanadato (total) 10 mM.

Parametros Vi V, V4 Vs
0 (ppm) -561,5 -574,8 -578.,9 -586.,9

Nas solugdes de metavanadato, as espécies monomérica, diméricae tetramérica de vanadato estao
presentes para concentragdes de metavanadato inferiores a 4 mM. Todas estas as espécies
aumentam linearmente com o aumento da concentragdo total de vanadato. Tal como constatado
em (Aureliano e Madeira, 1998) e em (Tiago et al, 2004), quando a concentragdo de V; ¢ igual ou
superior a 200 puM, inicia-se a sua oligomerizacdo para originar a espécie tetramérica. Nas
condig¢des de realizagdo dos ensaios descritos no presente relatorio, nao foi possivel identificar a
espécie pentamérica neste estudo em concentragdes inferiores a 4 mM, tendo o mesmo sido
observado por Ramos, 2006. Os resultados obtidos mostram claramente o equilibrio entre a
espécie V4 e as espéciesV| e V,, no qual o aparecimento de outras espécies oligoméricas se
encontra dependente da concentracdo da espécie V. Por ultimo, pode inferir-se que, para
concentragdes inferiores a 2 mM e intervalos de tempo de cerca de 20 minutos (que inclui o
tempo de preparacdo da amostra e de aquisi¢do do espectro), existem em solugdo apenas as

espécies Vi, V, e V4, com concentragdes respectivas de 0,796; 0,192 e 0,196 mM.

2.3.2Estabilidade das solucoes de decavanadato: analise por espectroscopia de absorcio
UV/Vis

Caracterizou-se a estabilidade da espécie Vp numa solugdo com 1 mM decavanadato total em
tampao D, através da leitura da Abssg. Obteve-se uma cinética de dissociacao de 1* ordem, tal
como se pode verificar pela linearidade do grafico de In(Absap)vs. o tempo de aquisi¢cdo espectral

(segundos) (Fig.2.6).

4 N
Figura 2.6— Grafico de In(Absgy .m) em fungdo do tempo
2 (em segundos) para uma solucdo de decavanadato total de 1
§ mM em tampao D, a 25°C (n=2).
k-1
-
\_ tempo (s) )

Sendo uma reac¢do de primeira ordem, pode ser descrita pela equagdo Abs = Abs.e™, cujo

declive ¢ —K (constante de dissociagdo) e a intersec¢do no eixo das ordenadas corresponde
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aln(Ap). Numa reaccao de 1* ordem, o tempo de meia-vida ¢ independente da concentragado inicial
do reagente, sendo descrito pela equagdo f,.=In(2}/K[2.]. Deste modo, a partir da recta
Ln(Abs400 nm) = -436E° K - 1,05, obteve-se um tempo de meia-vida de 4,490 £ 0,823 horas, para

as condi¢des supramencionadas.

Ap6s a adigdo de S1 8 uM ao meio reaccional, verificou-se que a reac¢do de desoligomerizacao
da espécie decamérica de vanadato seguia igualmente uma cinética de 1* ordem, tal como se pode
verificar pela linearidade do grafico de In(Abs400) versus o tempo de aquisicdo espectral

(segundos) (Fig.2.7).

/ N
Figura 2.7- Grafico de In(Abssp .m) em fungdo do
g tempo (em segundos) para uma solucdo de decavanadato
§ total de 1 mM em tampdo D, a 25°C, na presenca de 8
PY uM (n=2)
=
-
tempo (s)
- J

A partir da equacdo da recta, Ln(Absso am) = -7,520EK - 0,613,determinou-se o valor de K para
a espécie decamérica, de onde se obteve um tempo de meia-vida de 2,430 = 0,191 horas, para as

condi¢des supramencionadas.

Tanto este valor como o valor registado na auséncia de S1 sdo substancialmente superiores a
duracdo dos ensaios de interaccdo entre a espécie Vip € o S1 de miosina descritos no presente
relatorio.

2.4 Interaccao de S1 com vanadio(V)

2.4.1Analise por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

De modo a analisar qual o efeito da adicdo de S1 de miosina (tampao D) produzia nos sinais de
*IV-NMR, titulou-se uma solu¢do de 5SmM de decavanadato total, com concentra¢des crescentes

de S1 (5, 10, 15 e 20 pM). Os espectros de °' V-RMN encontram-se apresentados na Fig. 2.

No grafico da figura 2. Apresenta-se a concentracdo de S1 em fun¢do do factor de alargamento

corrigido, ¥ = {{, {[51] = x}/1,..([81] - J:]-]I -1, dos espectros acima referidos.
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' ™ Figura 2.8 — Gréfico de

representacao da

concentragdo de S1 em

mM e as concentra¢des

*g funcdo do factor de
[}

gb alargamento. A
s concentragio de
[ F=0,0591*[S1] - 0,0157

2 R2 = 0,998 decavanadato total foi de 5
S

5

<

utilizadas de S1 foram de 0;

5;10e 15 uM.

[51] (um)
\’ J

Verifica-se que o factor de alargamento aumenta linearmente em fungdo da concentragdo de S1 no
ensaio, o que indica a existéncia de interaccao entre a espécie V10 e o S1 de miosina. Observou-
se ainda que a adicdo de S1 ao meio reaccional ndo provocou qualquer alteracdo dos desvios

quimicos dos sinais de °'V-RMN.

Realizaram-se ensaios na presenga de ATP e de S1, com intuito de verificar o efeito do ATP na

interac¢do do S1 de miosina com o decavanadato.

1 Figura 2.9 - Espectros de RMN de °'V contendo 2

© \{uc VIDB 'YDA Vv
PNSCA N \. N mM Decavanadato: (A) (controlo); (B) na presenca

I
f de 2 mM de ATP; (C) na presenga de 2 mM de ATP

® o~ N |
‘ﬂlww e 8 uM de S1 de miosina. Viga, Vigg € Vigc
|

@W\JL correspondem respectivamente aos grupos de atomos

de vanadio presentes na figura 1. do capitulo 1.V,

. : : : : : : : . corresponde a espécie monomeérica.
-420 440 480 -480 -500 -520 -540 -560 -580 ppm

Tabela 2.V— Desvios quimicos(0) das ressondncias das espécies decamérica (Vi) € monomérica (V;) presentes nos

espectros da solugdo de decavanadato, na presenca de 8 uM de S1 de miosina.

Parametros Vioa Vios Vioc Vi

0 (ppm) -516,1 -500,2 -425.4 -561,4

Observa-se que a presenga de ATP (espectro B) ndo provoca qualquer alteragdo visivel em
relagcdo ao espectro que contem apenas solucao de decavanadato. J4 a presenca simultanea de ATP
e S1 provoca um alargamento da Av;,; do sinal do Vs de 173,6 Hz (espectro (A)) para 236,6 Hz
(espectro (C), Fig. 2.9). Tendo em conta que a concentragao de S1 apresenta uma relacdo linear

com o factor de alargamento, converteu-se o valor da Av,,, € comparou-se com o valor esperado a

30



concentracdo de S1 utilizada. O factor de alargamento obtido para 8 uM — 0,376 — ¢ inferior ao
valor esperado a mesma concentra¢do de S1, obtido através da equacdo da recta apresentada na
Fig. 2.8 — 0,457 —, o que indica que o ATP podera exercer um efeito de protec¢do do S1,

diminuindo a sua interac¢ao com a espécieV .

Por ultimo, realizaram-se ensaios com metavanadato na presenga de 8 uM S1, de modo a verificar

se as espécies oligoméricas contidas nesta soluc¢ao interagiam com a proteina em estudo.

®) lJ‘"\_Yﬁ‘L}‘E‘_ Figura 2.10 - Espectros de RMN de *'V contendo 2
| " mM metavanadato: (A) (controlo); (B) na presenca

A) DU M e 8 pM de S1 de miosina. V,, V, e V,
55 s 4w deo | gm0 e s =m e coOrrespondem  respectivamente as espécies

monomeérica, dimérica e tetramérica.

Tabela 2.VI- Desvios quimicos(0) das ressonancias das espécies monomérica (V), dimérica (V) e tetramérica (V)

presentes nos espectros da solugdo de metavanadato, na presenga de 8 UM de S1 de miosina.

Parametros Vi VvV, V4

8 (ppm) 25613 5747 -578,9

Como ¢ possivel observar na Fig. 2.10,, ocorre uma ligeiro alargamento dos sinal de V4, bem
como uma perda da intensidade, pelo que se conclui que,das espécies presentes na solu¢ao de
metavanadato (Vi, V, e Vy), apenas a espécie tetramérica interage com o S1 de miosina, o que

estd de acordo com o reportado por Tiago et al 2002.

2.4.2 Actividade Mg**-ATPasica de S1 de miosina na presenca de decanadato

Com o intuito de avaliar o efeito do decavanadato na actividlade Mg*"-ATPasica do S1 de
miosina, monitorizou-se a reaccdo de oxidacdo do NADH através da leitura de Abs340, na
presenca de 0,05 mg/mL de S1 de miosina e, no caso da actividade estimulada, 2uM de actina, em
31,25 mM Tris-HCI1 pH 7,1 e 3,75 mM MgCl,, pelo método de enzimas acopladas (ver seccgdo xx
dos MM).Para tal, realizaram-se ensaios com varias concentragdes de decavanadato total (10; 50;
100; 250; 500 e 1000), de modo a determinar qual o seu efeito na actividade MgATPasica de S1
de miosina, na auséncia e na presenga de um dos seus ligandos naturais. Os ensaios foram

realizados a temperatura ambiente, com incubagdo prévia a 25° C durante 20 minutos.
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Figura 2.11 - Representacdo
grafica da Actividlade Mg*'-
L ATPasica de S1 (%) (os ajustes
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(n=3). Os dados foram ajustados ao modelo de decaimento exponencial usando o programa GraphPad Prism, para a
determinagdo dos valores de ICs. (na auséncia de actina, ICso= 26,6 + 0,7 uM decavanadato.; na presenca de actina

IC5=28 + 1 uM decavanadato.

A partir do gréafico presente na Fig. 2.9, verifica-se que o ajuste dos dados experimentais foi bem
sucedido. A inibi¢do da actividade Mg*-ATPésica do S1 de miosina ¢é afectada em menor
amplitude na presenga de actina (60% de inibicdo da actividade) do que na sua auséncia
(aproximadamente 80% de inibi¢do de actividade). Devido a esta diferenga, pode sugerir-se que a
actina ird impedir parcialmente a ligacdo do decavanadatoao S1 demiosina, através de
impedimentos estéreos ou interac¢oes electrostaticas, por exemplo. A técnica utilizada nao nos
permite concluir acerca de que regido(des) ou residuo(s) da actina participardo na preservacao

parcial da actividade Mg*"-ATPasica.

Por outro lado, os valores de ICsy dos dois tipos de actividades ndo apresentam diferencas
significativas, tendo-se obtido 26,6 = 0,7 e 28 + 1uM decavanadato, na auséncia e na presenga de
actina, respectivamente, o que corresponde a uma concentragdo de cerca de 2,7 uM de Vjo. O
meio de reacg¢ao utilizado nestes ensaios foi 10 mM HEPES e 25 mM KCI, com 2 mM ATP. Em
(Tiago et al, 2004), o valor de ICsy para a actividade Mg2+-ATPasica na auséncia de actina foi de
12,5 £ 0,25 uM, enquanto o valor da actividade estimulada por actina foi de 13,6 = 1,4 uM. O
meio de reac¢do utilizado nos ensaios foi 20 mM HEPES, 50 mM KCl e 2 mM ATP, o que resulta
precisamente no dobro da forg¢a idnica a que foi realizado o ensaio do presente relatorio
(exceptuando a contribuicdo dos produtos da hidrélise de ATP, uma vez que este método
pressupde a ocorréncia de um ciclo de reac¢des de hidrolise e sintese deste composto). Ora, tendo

sido anteriormente referido que a afinidade do S1 de miosina para com a espécie V¢ diminui com
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o aumento da forca i6nica (Tiago et al. 2004, tal poderd explicar a diferenca obtida entre estes

dois conjuntos de valores.

2.4.3Quantificacio de cisteinas reduzidas, pelo método de Ellman

A interac¢do do vanadio com alguns tipos de aminodcidos sensiveis a oxidacdo pode fornecer-nos
informacao bastante util em relagdo as alteragdes estruturais que conduzem a uma diminui¢ao da
actividade fisiologica do S1 de miosina. Os estudos realizados por Chasteen, 1983, concluiram
que a reduc¢do de vanadato (V) a vanadilo (IV) ocorre na presenca de agentes redutores comuns no
ambiente celular, de que se destaca o aminoécido cisteina. Esta ¢ também um alvo de
complexacdo por parte do ifo VO*". Ja Ramos et al. (2009), demonstrou que a incubagdo de
actina com a solu¢do de decavanadato induz a oxidagao de residuos de cisteina e a formagao do
oxidovanadio (IV). Este grupo de investigadores descobriu ainda que apenas a espécie Vo induz a
oxidacdo das cisteinas “rapidas” da actina, através do processo proposto, que ¢ parcialmente
responsavel pela inibi¢do ja descrita da actividade de ATPase do S1 de miosina estimulada por
actina, quando exposta a solu¢ao de decavanadato. Esta inibi¢do apresenta-se afectada com a
presenca de ATP, uma vez que os residuos de cisteina permaneceram intactos nos ensaios
realizados com este ligando. J& Crans et al. (2004) concluiu que o sitio activo de muitas fosfatases
(que contém grupos tiol) pode formar um equilibrio redox com o ido vanadato (V) de forma nédo
reversivel.

Os resultados obtidos por Sakurai e Shiromura (1980) sugeriram que o vanadio (V) sofre reducao
a vanadio (1V), sem dependéncia do valor de pH do ensaio. Registaram ainda uma estequiometria
de 3:1 na reaccdo do vanadato (V) com os residuos de Cys, enquanto a estequiometria dos ensaios

com o vanadilo (1V) foi de 2:1.

Berlett e Stadtman (1997) observaram que os tipos de aminodcidos mais facilmente oxidaveis,
englobam, entre outros, os residuos de Cys, Trp e Met.Assim, analisou-se o estado redox dos
grupos tiol dos residuos de Cys do S1 na presenca do decavanadato, através da monitorizacao da
Abs412 nm, na presenca de 1 mg/mL de S1 de miosina em tampao 10 mM HEPES, 25 mM KCl,
variando a concentracao da solucao de decavanadato, de modo a determinar que tipo de alteragdes
estruturais ocorrem na sua presenca, no que diz respeito a diminui¢do da actividade ATPasica de
S1 na presenga de decavanadato.

Os resultados referentes a quantificacdo das cisteinas reduzidas apds o tratamento de SI1 com
diferentes concentracdes de decavanadato, em tampao 10 mM HEPES pH 7,5 ¢ 25 mM KClI, a

25°C durante 20 minutos, encontram-se descritos na Tabela 2. VII.

Tabela 2.VII — Cisteinas reduzidas totais e “rapidas de S1 (1 mg/mL) apds tratamento com decavanadato
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(0,10,50,100,250,500,1000 uM) em 10 mM HEPES, 25 mM KCI, pH 7, a 25°C durante 20 minutos. A detec¢do
espectrofotométrica foi feita com DTNB (e 412=8400 uM-1 cm-1) (n varidvel entre 1 e 8).

Amostras Cys "rapidas" Cys totais

11 uM S1 (controlo) 22+04 10,6 + 1,4
11 uM S1 + 10 uM Decavanadato 2,2+0,5 9,5+0,8
11 uM S1 + 50 uM Decavanadato 2,0£0,2 9,8+ 1,4
11 uM S1 + 100 uM Decavanadato 1,7+0,3 9,7 +1,4
11 uM S1 + 250 uM Decavanadato 2,6+0,2 9,8+0,8
11 uM S1 + 500 uM Decavanadato 2,1+04 9,0+0,6
11 uM S1 + 1000 uM Decavanadato 24+0 8,6+0,8

A partir dos resultados obtidos, pode sugerir-se que o S1 possui 11 residuos de Cys (controlo), o
que esta de acordo com o anteriormente descrito. Verifica-se que o tratamento da proteina com
concentragdes crescentes de decavanadato provoca a oxidag¢do de dois residuos de Cys do S1 de
miosina ndo expostos ao solvente. No entanto, a técnica utilizada ndo nos permite identificar

quais.

Tendo em considerag@o que o valor de ICsj obtido para a reac¢do de inibigdo daactividade Mg2+-
ATPasica de S1 na presenga de decavanadato ¢ de cerca de 27 uM, pode sugerir-se que este serd o
valor ao qual ocorrerd a oxidagdo do primeiro residuo de Cys, o que poderd contribuir para a

diminui¢do da actividade de S1 observada.

2.5Interac¢ao de S1 com vanadio(1V)
2.5.1Analise por espectroscopia de Ressonincia Paramagnética Electronica

A acumulagdo intracelular de oxovanadio (IV) in vivo constitui uma das principais formas de
apresentacdo de vanadio no organismo. Deste modo, torna-se bastante interessante analisar a
interac¢do entre este 130 € o S1 de miosina através da técnica de espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Electronica, o método de eleicao do estudo do ido vanadilo e dos complexos por si

formados. O electrio desemparelhado encontra-se fortemente acoplado ao nicleo °'V, o que
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resulta num espectro de RPE consistindo de 8 desdobramentos na direc¢do paralela e outros tantos

na direcc¢ao perpendicular (Chasteen, 1983).

Os estudos realizados por Ahmed et al. (1987) centraram-se na interac¢do do vanadilo com
proteinas, como ¢ o caso da insulina, transferrina, entre outros, obtendo um espectro caracterizado
por 8 linhas amplamente espagadas (na direc¢do paralela). J& Ramos et al. 2009 concluiu que a
exposicao da solu¢ao de decavanadato as formas globular e filamentosa de actina produz um

espectro tipico do ido oxidovanadio (IV), indicando a redu¢do do vanadato.

Para aferir qual a concentracao de S1 que permitia obter uma boa razao sinal/ruido, titulou-se uma
solugdo de sulfato de vanadilo 15 uM ([VOSOy4]stock = 5 mM) com concentragdes crescentes de
proteina (0; 5; 10; 15 e 20 uM) em 10 mM HEPES, 25 mM KCI. A existéncia de uma correlagao
linear entre a concentragao de proteina e a intensidade dos sinais de RPE, correspondente a banda

-1/2 perpendicular encontra-se representada na Fig. 2.10.

4 N

y=0.16786x + 1.22435
R = 0.92992759

Intensidade do sinal de RPE

[S1] (uM)

- /

Figura 2. 12— Representacdo grafica da variagdo da intensidade do sinal de RPE vs. a concentragdo de S1 utilizada.

Apos verificar que com uma concentracao de S1 igual a 20 uM se obtinham sinais com uma razao
sinal/ruido adequada ao prosseguimento dos estudos sobre a interaccdo V(IV)-S1 de miosina,
titulou-se uma solu¢do de 20 uM S1 com 0, 2,5, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 500 e 1000
uM VOSOs.

Tragou-se o grafico da intensidade da banda -1/2 perpendicular do sinal de EPR em funcdo da
concentracdo de VOSQy,, tendo-se determinado uma constante de dissociacdo (Kp) do complexo

S1-vanadilo de 87,48 + 26,21 pM V(IV).
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Intensidade dos sinais de RPE

[Vanadilo] (uM)

——"Ajuste dos dados exp" & Dados experimentais

. v

Figura 2.13 — Representagao grafica da variacao do sinal de RPE vs. a concentracdo de vanadilo utilizada (os valores

experimentais estdo representados por losangos; o seu ajuste esta representado pela linha).

A simulagdo do espectro de EPR foi efectuada a partir do espectro obtido para uma concentragao
de 1 mM VOSSO, apds adi¢dao de 20 uM S1 de miosina, tendo-se obtido os valores da constante de

acoplamento hiperfina (A,=501,6) e do factor g (go=1,95).

4 N\

Campo magnético (G)

—— Espectro Experimental —— Ajuste

- J

Figura 2.14 — Representagdo grafica do espectro de EPR obtido com 1000 pM de vanadilo e 20 uM de S1 (a cinzento

escuro). A simulacdo do espectro encontra-se a cinzento claro.

Por comparagdo destes com os valores presentes na tabela de correspondéncia xxx, € possivel
predizer quais os ligandos provaveis do vanadilo na presenca de proteina. Assim, concluiu-se que
o vanadilo est4d coordenado com duas moléculas de d4gua, um grupo hidroxilo e um grupo R=NR.
O grupo hidroxilo pode indicar os residuos de aminoacidos Tyr, Treonina e Serina, enquanto o

grupo R=NR poderd indicar a presenca de Arginina e Histidina como ligandos do vanadilo.
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3. Procedimento Experimental
3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados sao de elevado grau de pureza (analitico). Apresentam-se as suas
formulas quimicas ou abreviaturas; quando necessario, acrescentou-se a sua descri¢ao. Entre

paréntesis, colocou-se as empresas que os comercializam.

Acido acético glacial 100% (Riedel); Acrilamida 99% (Merck); Azul de bromofenol (Riedel-de-
Héen); P-Mercaptoetanol  (Sigma); Bissulfito de sédio  (Sigma);Bradford (reagente de)
(BioRad);BSA (albumina de soro bovino; Sigma-Aldrich); CaCl,2H,O (cloreto de célcio
dihidratado; Fluka); CH3CH,OH 96% (etanol; Panreac); Coomassie Blue R250 (Merck); D,O
(6xido de deutério; S.D.S.); DTNB (5,5’-ditiobis(2-4cido nitrobenzoico); Aldrich); EDTA (acido
etilenodiaminatetraacético; Merck); Fosfoenolpiruvato 98% (Fluka); Glicerol (Sigma); Glicina
98,5% (Panreac); HCl 37% (Riedel-de Héen); H,SO4 96% (Pronalab); HEPES 99% (acido 4-(2-
hidroxiletil)-1-piperazineetanosulfonico; Sigma); KH,PO4 99% (hidrogenofosfato de potéssio);
Mg ATP (Sigma); NaATP (Sigma); Na,HPO4 99% (hidrogenofosfato de sodio; Riedel-de Hien);
NaH,POy (fosfato de sodio; ); NaOH 98,6% (hidroxido de sodio; Pronalab); KC1 99% (Cloreto de
potassio; Panreac); L-Cys 99,5% (enantidmero levégiro do residuo de Cisteina; Fluka);Metanol
99% (Merck); Molibdato de aménio (Sigma);N,N’-metil-bis-acrilamida 98% (Merck); NH4VO;
99% (metavanadato de amonia; Sigma); PSA 10% (persulfato de amoénio; Merck); SDS
(dodecilo sulfato de sédio; Sigma); Sulfito de sédio (Sigma); VOSO,4 (sulfato de vanadilo;
Aldrich); TEMED 99% (Tetrametiletilenodiamina; Merck); Tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-

propanodiol; Sigma).

3.2 Métodos
3.2.1 Isolamento e purificacio das proteinas de musculo esquelético de coelho

3.2.1.1 Purificacio da miosina; preparacio de Subfragmento 1 por digestio quimotripsica

da miosina

O subfragmento-1 de miosina-II (S1) foi gentilmente cedido pelo Prof. Doutor Manuel Aureliano,
do Departamento de Quimica, Bioquimica e Farmacia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade do Algarve.

No entanto, descreve-se abaixo, de forma resumida, o procedimento efectuado.
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3.2.1.1.1 Purificacdo da miosina

O protocolo de isolamento foi adaptado do método previamente descrito por Margossian e Lowey
(1982), apresentando-se de forma esquematica na Fig 3.1.

Sucintamente, os tecidos musculares dorsais e das pernas foram extraidos apos o sacrificio do
animal (Fig.3.1). De seguida, foram adicionados 3 volumes da solu¢io de extraccio A”.
Centrifugou-se a solugdo e filtrou-se o sobrenadante. O sedimento foi entdo diluido em 14
volumes de agua destilada, de modo a que a forcga ionica atingisse 0,04 M. Apds adigdo de B-
mercaptoetanol (B-me), deixou-se a precipitar a 4°C, removendo o sobrenadante. Centrifugou-se
novamente e ressuspendeu-se o sedimento na solucao de extraccdo A. Adicionou-se a solucdo
tampdo B®, para que a forca ionica atingisse 0,5 M. Homogeneizou-se e deixou-se repousar
durante 2h. Homogeneizou-se novamente e centrifugou-se, de modo a ocorrer precipitacdo dos
complexos de actomiosina e proteina desnaturada. Apos filtragdo do sobrenadante em 1a de vidro,
quantificou-se a solugdo de miosina resultante pelo método directo (ver sec¢ao 3.3.1.2 do

Procedimento Experimental).

% Solugdo de extracgdo A: 0,012M K,COs; 0,04M KHCO5; 0,6M KCI, pH 6,5
? Solugdo-tampao B: Tris 100 mM pH 7; KC12M
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Sacrificio do animal

Miudsculo esguelético
Extracgio em 3 volumes de sol. A com agitagio suave - 15

Centrifugagaoe da suspensao, 2000 g - 207

><

Sedimento Snbrenadante
Diluigdo (14x) com H20 destilada e refrigerada, pH 6-7
Adigiio de 10 mM B-Me; Precipitagio durante 2h,

Centrifugagio da precipitado, 2000 g - 157

>

Sobrenadante Sedimento

Adigio de sol. B ate atingir 0.6 M forga jdnica.
Homogeneizacio no “potier”
Diluigio 14x com H20 destilada e refrigerada, pH 6-7
Adigio de 10 mM B-Me

Precipitacio durante a noite. Remogio do sghrenadanie

Centrifugagio da suspensio, 2000 g - 15

>

Sabrenadante Sedimento
Ressuspensio com sol. B Adigao de sol. B até atingir 0.5 M
forga jinica.

homogeneizacio no " pottgr”
Ulteacentrifugagiio da suspensdo, 110000 g - 1h

>

Sedimento Miosina

Figura 3.1 — Representagdo esquematica do protocolo de isolamento de miosina (Margossian e Lowey, 1982). Todo o

procedimento foi realizado a 4°C. (Adaptado de Susana Ramos, Relatorio de Estagio, 2005).

3.2.1.1.2 Preparacdo de Subfragmento-1 de miosina por digestio com quimiotripsina
O S1 de miosina foi isolado apés didlise da miosina durante a noite contra a solugio C*. A
presenca do EDTA ¢ essencial, uma vez que a sua substituicdo por MgCl,resulta na produgdo de

HMM em vez de S1. A suspensdo de miosina foi equilibrada e digerida com a-quimotripsina.

A digestao foi interrompida pela adicdo de PMSF. Seguidamente, ultracentrifugou-se o produto
da digestdo, desprezando-se o sedimento (Fig. 3.2). A solucao de sobrenadante, maioritariamente
S1, foi quantificada pela leitura directa da Abs,gy ou pelo método de Bradford (ver as seccdes
3.3.1.1 € 3.3.1.2 do Procedimento Experimental, respectivamente) e armazenada em 10% sacarose

e 2 mM B-Me, a -80°C.

* Solugdo C: 25mM Tris pH 7,0; 0,12M KCI; ImM EDTA
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Antes da realizacdo dos ensaios descritos no presente relatorio, o S1 de miosina foi dialisado
contra a solugdo D°, de modo a remover qualquer composto que pudesse complexar como
vanadio. Seguidamente, quantificou-se a proteina pelo método de Bradford ou pelo método

directo (ver secg¢des 3.3.1.1 e 3.3.1.2do Procedimento Experimtental).

Migsina

Equilibracio da suspensio de min
e digestiao com o-guimiatri

110000 g - 1h
Sedimento

Armazenada a H(‘r‘{.lpm ad igan de
10% sacarose e 2ZmM B-Me

Figura 3. 2— Representag@o esquematica do protocolo de preparacdo do S1 de miosina por digestdo quimiotripsina, de
acordo com o previamente descrito por Margossian ¢ Lowey (1982). Todo o procedimento foi realizado a 4° C,

excepto quando indicacdo do contrario (Adaptado de Susana Ramos, Relatorio de Estagio, 2005).

3.2.1.2 Isolamento e purificacdo de actina

Isolou-se e purificou-se a actina segundo o método descrito por Pardee e Spudish, que
compreende dois passos — a obten¢do de um residuo seco denominado “p6 de acetona” e a
extraccdo subsequente da actina a partir do “pd de acetona”, na forma de G-Actina, com a

posterior polimerizagdo a F-Actina.

3.2.1.2.1 Obtencao do “p6 de acetona”

Sacrificou-se o coelho com uma pancada atrds do pescoco e sangrou-se o animal, apds o corte da
artéria jugular. Esfolou-se e colocou-se numa tina com gelo. Retiraram-se as partes de tecido
conjuntivo que envolvem o tecido muscular, com auxilio de uma pinga e bisturi. Seguidamente,
retirou-se os musculos dorsais e os musculos brancos das pernas. Passou-se os musculos por agua
destilada, de modo a remover as impurezas, € pesou-se num copo. Trituraram-se os musculos
numa méquina de triturar carne e extraiu-se o resultante com 3 volumes da solugio E® durante 10

minutos, com agitagdo suave. Centrifugou-se a suspensdo a 4000 g durante 10

> Solugdo D: HEPES 10 mM pH 7,0; KC1 25 mM
% Solugdo E: 0,1 M KCI, 0,15 M K,HPO,, pH 6,5
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minutos,desprezando-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento em 6 volumes de solucao
F’durante 10 minutos, com agitagdo suave. Verificou-se se o pH da solugio estava compreendido
entre 8,2 ¢ 8,5, acertando-se estecom solu¢ao G®, se necessario. Centrifugou-se durante 10
minutos a 4000 g. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 3 volumes de
solucdo H’, durante 10 minutos. Centrifugou-se novamente a 4000 gdurante 10 minutos,
desprezando-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento duas vezes consecutivas em 6
volumes de dgua destilada, durante 5 minutos. Centrifugou-se a 4000 g durante 10 minutos, apds
cada adi¢ao de H,O.

Seguidamente, ressuspendeu-se o sedimento 5 vezes consecutivas, utilizando 3 volumes de
acetona de cada vez, agitando suavemente durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Colocou-
se o residuo filtrado numa tina de vidro, sobre papel de filtro, deixando-se evaporar o solvente
durante a noite, num nicho. Triturou-se o residuo seco numa maquina de triturar carne ¢ deixou-se

novamente evaporar o solvente. O “pd de acetona” obtido foi armazenado a -20 °C.

3.2.1.2.2 Purifica¢do da actina a partir de “p6 de acetona”

Apos a obtengdo do "pd de acetona" como acima indicado, efectuou-se o protocolo seguidamente
descrito, de modo a obter monomeros de actina (G-Actina) e actina filamentosa (F-Actina).
Pesou-se 3,5 g de "p6 de acetona" e adicionaram-se 50 mL de solugdo-tampdo I'°, sendo a
extracgdo feita com agitacao suave durante 30 minutos. Separou-se o extracto do "p6 de acetona”
hidratado, filtrando a suspensdo com 4 camadas de gaze esterilizada, tendo o cuidado de ndo
espremer o residuo. Voltou a extrair-se com 50 mL de solucdo I, durante 30 minutos, mexendo
lentamente. Adicionou-se este ao extracto obtido anteriormente. Centrifugou-se o extracto total a
16 000 g durante 30 minutos. Decantou-se para uma proveta, sobre a qual se colocou gaze, para
que o sedimento solto ndo se juntasse ao sobrenadante e leu-se o volume. De seguida, adicionou-
se KCI até uma concentragao final de 50 mM, MgCl, até¢ 2mM e ATP até 1mM, lentamente e com
agitacdo continua, de modo a promover a polimerizagao dos mondmeros de actina.

Deixou-se polimerizar durante 2h a 25°C, observando-se a presenca de pequenas bolhas de ar,
indicativas de um aumento de viscosidade da solugdo. Arrefeceu-se em gelo durante 15 minutos e
adicionou-se KCI até uma concentracao final de 0,6M. Mexeu-se lentamente durante 30 minutos,
apés os quais se ultracentrifugou a 110 000g durante lhora. Desprezou-se o sobrenadante,
ressuspendeu-se o sedimento com solucao tampao E e transferiu-se para um "potter".

Dialisou-se durante a noite contra 1L de solucdo-tampao I a uma temperatura de 4°C, com rotacdo

7 Solugdo F: 0,05 M NaHCO;, pH 8,2-8,5

¥ Solugdo G: 1M Na,CO;

? Solugdo H: 1 mM EDTA, pH 7,0

% Solugdo I: 2 mM Tris-HCl pH 8; 0,2 mM CaCly; 0,2 mM Na,ATP; 0,5 mM B-Me; 0,005% NaNj3

41



continua e mudanga de tampdo 2 a 3 vezes. De seguida, a actina foi centrifugada a 110
000gdurante lhora. Decantou-se a solucdo de G-Actina (sobrenadante) e desprezou-se o
sedimento. Determinou-se a concentragdo de G-Actina pelo método directo (ver sec¢do 3.3.1.2 do
Procedimento Experimental). A solu¢do de G-actina foi armazenada a uma temperatura de 4°C,

apo6s adigao de 0,02%NaN3, mantendo-se estavel durante 3 a 5 dias.

3.3.1 Quantificacio das proteinas isoladas
3.3.1.1 Quantificacido pelo método de Bradford

O método de Bradford (Bradford, 1976), baseia-se na utilizacio do reagente de Bradford,
composto por, entre outros, acido fosforico e o corante “Coomassie”. Este corante possui carga
negativa e a sua coloragdo varia entre a vermelha (Absy.x=465 nm), predominante em solu¢do, e a
azul (Absyx=595 nm), presente aquando da ligacdo aos grupos amina das proteinas. Em solugdes
acidas diluidas, a coloragdo varia proporcionalmente com a quantidade do corante ligado a
proteina, que, por sua vez, ¢ directamente proporcional a concentragdo da proteina, permitindo a

sua quantificacdo até a um limite de deteccao de 20 pg/mL (Bradford, 1976).

Deste modo, prepararam-se amostras de BSA ([BSA]sock= 1mg/mL) utilizando um intervalo de
concentragdes compreendido entre 0 e 15 pg/mL, de acordo com a tabela 3.1. Apos a adigdo da
H,O MilliQ e do reagente de Bradford, as solugdes foram sucessivamente homogeneizadas no

vortex.
Tabela 3.I- Amostras utilizadas para a obtengdo da recta de calibragdo, no método de Bradford.

BSA (uL) BSA (ng) H20 MilliQ (nL) Reagente de Bradford (unL)

0 0 800 200
1,25 1,25 798,75 200
2,5 2,5 797,5 200

5 5 795 200
10 10 790 200
15 15 785 200

Apbs incubagdo a 25°C por 5 minutos, leram-se os valores de Abssgs num
espectrofotometro (Shimadzu UV-160A) para todas as amostras. Seguidamente, tragcou-se a recta

de calibragdo (Abssosvs. quantidade de BSA (ng)).
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Para determinar a concentragdao de proteina apos o processo de isolamento, purificacao e
dialise, quando necessario, colocou-se 5 pL. da amostra num tubo de Eppendorf e adicionou-se
795 uL de H,O MilliQ, homogeneizando a solugdao no vortex. Adicionou-se posteriormente 200
uL de reagente de Bradford e repetiu-se a homogeneizagao. Incubou-se a mistura a 25°C por 5
minutos, apos os quais se leu os valores de Abssos nm N0 espectrofotdmetro. Por interpolacao deste

valor a partir da recta de calibragdo, determinou-se a concentracao de proteina na amostra.
3.3.1.2 Quantificaciio pelo método directo

A quantificacdo das amostras proteicas pode também ser efectuada através da leitura directa da
absorvancia, tendo por base a lei de Beer-Lambert, Abs=gbc, onde Abs corresponde a
absorvancia ao comprimento de onda ao qual o ensaio foi realizado, € corresponde ao coeficiente
de extingdo (substituido pela letra a se as unidades forem distintas da molaridade), b corresponde
ao percurso optico da radiacdao na célula amostral e ¢ corresponde a concentragdo amostral.

Assim, no caso de S1 de miosina, mediu-se a Absygoe calculou-se a concentragdo da proteina,
sabendo que o coeficiente de extingdo de S1 éety, = 7,5cm 'mg~'mL (Ref).

No caso da actina, mediu-se a Absygpecalculou-se a concentragao da proteina, sabendo que o

coeficiente de extingdo da actina é&.,, = 0.62cm™ mg miL (Ref).

3.3.2Electroforese em condicoes desnaturantes (SDS-PAGE)

De modo a melhor caracterizar as proteinas isoladas, foi realizada uma electroforese em
condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE, do inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel
Electrophoresis). O SDS (dodecilo sulfato de s6dio) ¢ um detergente anionico utilizado neste
método para desnaturar as proteinas, que se ligam ao SDS na proporcao 1,4 g SDS/ g proteina
(aproximadamente 1 molécula de SDS por cada 2 residuos de aminoacidos) (Stryer). O SDS induz
uma densidade de carga negativa significativa nas proteinas a que se liga, mascarando a sua carga
intrinseca, pelo que as razdes carga:massa sdo tendencialmente idénticas. Assim, a SDS-PAGE
separa as proteinas, quando sujeitas a um campo eléctrico, de acordo com o seu peso molecular,

sendo a sua migragdo directamente proporcional ao logaritmo deste ultimo (Stryer).

O gel de resolugao com 10% de acrilamida foi obtido através da adicdo de 1,67 mL de solucao
stock de acrilamida”, 0,75 mL de tampao de resolugéolz, 2,51 mL de agua destilada e 50 pL de

SDS 10%. Para promover a polimerizacdo, adicionou-se em seguida 38 uL de PSA 10%

" solugdo stock de acrilamida: solugio de 30% (m/v) de acrilamida e 0,8% (m/v) de N,N”-metil-bis-acrilamida
12 tampao de resolugdo: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
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(persulfato de amoénia) 10% e 2,5 uL de TEMED 99% (tetrametiletilenodiamina). Agitou-se
cuidadosamente, de modo a ndo formar bolhas, e pipetou-se a solu¢dao para a cassette de vidro,
previamente montada no suporte. De seguida, adicionou-se uma pelicula de cerca de 2 mm de 2-
metil-2-butanol, para verificar posteriormente a polimerizagao. Ap6s a polimerizagdo, que demora
cerca de 45 minutos, verteu-se a a superficie e adicionou-se o gel de concentracdo, com 5% de
acrilamida, constituido por 0,3 mL de solugdo de stock acrilamida, 0,45 mL de tampao de
concentrag5013,0,94 mL de agua destilada, 18 uL de SDS 10%, 13,5 uL. de PSA 10% e 2uL de
TEMED 99%. Colocou-se o pente sobre o gel e deixou-se polimerizar durante cerca de 45

minutos.

As amostras para aplicagdo no gel de electroforese foram preparadas para uma concentracao de
proteina de 1 mg/mL, num volume final de 100 pL, dos quais 25 pL correspondem ao tampao da
amostra'*. As amostras foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos. Antes da aplicagdo das
amostras, transferiu-se a cassette para a tina de electroforese, a qual se adicionou a solugao
tampdo de electroforese da tina superior'> e tampéo de electroforese da tina inferior'®. Aplicaram-
se 10 puL das solu¢des de marcadores de peso molecular e 20 pl. das amostras proteicas
preparadas anteriormente. A electroforese decorreu durante cerca de 3h30 min , a uma voltagem
de 80 V. De seguida, transferiu-se o gel para uma tina, corando as proteinas durante 1h com
solugdo corante'’. Descorou-se o gel com solugdo descorante'®, tendo-se mudado esta solugio até

as bandas se encontrarem bem definidas.

Determinou-se a mobilidade relativa das bandas correspondentes aos marcadores de elevado peso
molecular e tragou-se a recta de calibragdo — log(PM) vs. log(Rf), onde Rf corresponde a
mobilidade relativa. Por interpolacdo, determina-se o PM das proteinas isoladas, sabendo a sua
mobilidade relativa. Por comparacdo com os valores descritos na literatura, pode concluir-se

acerca do grau de purificacao.
3.4 Medicao da actividade enzimatica de S1

3.4.1 Medigéo das actividades de Ca’*-ATPase e K/EDTA-ATPase de S1, pelo método de

Fiske-Subarow modificado

'3 tampdo de concentragdo: 0,5 M Tris-HCI pH 6,8.

' tampdo de amostra: 320 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,4 M B-mercaptoetanol, SDS 8%, glicerol 15% (v/v) e roxo de m-
cresol 0,024%.

" tampdo de electroforese da tina superior: 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glicina, 0,1% (m/v) SDS.

' tampao de electroforese da tina inferior: 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glicina, 0,1% (m/v) SDS, acetato de sodio
0,1 M.

"7 solugdo corante: “Coomassie Blue R-250”, contendo metanol 45% (v/v) e 4cido acético glacial 10% (v/v).

' solugdo descorante: metanol 10% (v/v) e 4cido acético glacial 10% /v/v).
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O método de Fiske-Subarow modificado consiste na reac¢do do molibdato de amoénio com o
fosfato inorganico, em solugdo acida, com formag¢do do 4cido fosfomolibdico. Seguidamente, da-
se a adicdo de um agente redutor que provoca a redu¢do do composto a fosfomolibdato, que forma
um complexo de cor azulada cuja absorvancia maxima ocorre para um comprimento de onda de
660 nm, tornando possivel a sua detec¢do por métodos espectrofotométricos. As actividades Ca”-
ATPéasica e K'/EDTA-ATPasica de S1 foram determinadas através deste método, de acordo com
o descrito por Taussky e Shorr (1953), com medicdo da quantidade de fosfato (Pi) libertado
através da hidrélise de ATP.

Para tal, obteve-se primeiramente a recta de calibragcdo com as amostras presentes na Tabela 3.1,

utilizando uma solug¢ao stock de 5 mM KH,PO,.

Tabela 3.I1 — Composi¢ao das diferentes amostras utilizadas para determinar a recta de calibracdo através do método

de Fiske-Subbarow modificado.

FHEOD PO.” H,O (uL)
(IKH,PO]stox= 5mM) (nmole)

0 0 1780

> 25 1775
10 50 1770
20 100 1760
40 200 1740
100 500 1680

A cada tubo de Eppendorf adicionaram-se seguidamente 200 pL de solugdo J'” e 20 pL de agente
redutor™’, homogeneizando no vértex apos cada adigio. Incubou-se durante 10 minutos e mediu-
se a Abseeo nm NuM espectrofotometro, com intervalos de tempo iguais entre cada amostra. Tragou-

se a recta de calibragcao (Absggo nmVs. nmol PO43') a partir dos valores obtidos.

Para determinar a actividade Ca*"-ATPésica de S1, prepararam-se tubos de Eppendorf com 400
uL de meio de reacc¢io®’, 25 uL CaCl, ([CaCly]gos= 100 mM), 25 pL ATP ([ATP]soqc= 100 mM),
com [S1]ensaios=0,1 mg/mL. Perfez-se se necessario com H,O MilliQ, até perfazer um volume de 1

mL. Para determinar a actividade K'/EDTA-ATPasica, utilizou-se uma concentrac¢io idéntica de

¥ Solugdo J: 5 N H,SO4, 2,5% molibdato de aménio

% Agente redutor: 5 mg acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, 30 mg bissulfito de sodio, 30 mg sulfito de sodio em 2,6
mL H,0.

! meio de reacgdo: 125 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0,575 M KCl
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proteina nos ensaios (0,1 mg/mL) e o mesmo meio de reaccdo. Aos tubos de Eppendorf
adicionou-se ainda 123 uL de KCI ([KCl]soek = 3M), 25 uL de ATP, 10 uL de EDTA
([EDTA]st0ck= 100 mM )e o volume de H,O MilliQ necessario para perfazer 1 mL. Em ambas as
situacdes, o ultimo reagente adicionado foi o ATP, uma vez que se trata do substrato da reaccgao

enzimatica.

A cinética decorreu a 25°C durante 5 minutos para a actividade Ca’’-ATPasica e durante 3
minutos para a actividade K'/EDTA-ATPasica. Apos o periodo de incubagdo, transferiu-se 150
puL de amostra para tubos de Eppendorf contendo igual volume de TCA 10%. Colocou-se no gelo
e homogeneizou-se no vortex. Seguidamente, centrifugou-se a 1500 g durante 10 minutos e
recolheu-se 200 pL de sobrenadante para novos tubos de Eppendorf. Adicionou-se a estes 1,58
mL de H,O MilliQ e 200 pL de solugdo J. Homogeneizou-se no vortex e adicionou-se 20 uL de
reagente redutor, repetindo-se a homogeneizagdo. Incubou-se durante 10 minutos e mediu-se a
Absee0 nm, cOm 0 mesmo intervalo de tempo de leitura para cada amostra. Por intrapolacdo a partir
da recta de calibragdo obtida anteriormente, determinou-se a quantidade de Pi libertado em cada
ensaio. A partir destes resultados, determinaram-se as actividades Ca’"-ATPasica e K'/EDTA-

ATPasica do S1 em nmol PO43'/min.mg proteina e em s,

3.4.2 Medic¢ao da actividade de Mg2+-ATPase de S1 estimulada por actina, pelo método de

enzimas acopladas

Da actividade Mg%—ATPésica de SI1, resulta a formacdo dos produtos da reaccdo de
hidrélise do ATP - ADP e Pi. Na presenca de ADP, fosfoenolpiruvato (PEP) e da enzima piruvato
cinase (PK), os produtos resultantes sio ATP e piruvato. Por acg¢do da enzima lactato
desidrogenase (LDH), este tltimo é convertido em lactato, ocorrendo simultaneamente a oxidacao
do NADH a NAD", monitorizada através da Abssao nm. Quando o S1 de miosina se encontra no
meio reaccional, o ATP ¢ hidrolisado, formando-se novamente ADP e Pi, o que permite a
formag¢do de um ciclo (fig. 2.1). Se as enzimas se encontrarem em excesso, a velocidade de
conversao do NADH ¢ limitada pela produgdo de ADP e Pi. Como o ATP ¢ regenerado em cada

ciclo, a sua concentracdo inicial ¢ sempre mantida (Bagshaw, 1982).

NADH NAD'
ADP +Fosfoenolpiruvato ? ATP+ Piruvato—====") Lactato
+

v S1
Pi

Figura 3.3— Representacdo esquematica do método de enzimas acopladas.
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O protocolo utilizado e seguidamente descrito foi adaptado de Cuenda et al. (1990 — Ver Ref*). A
uma cuvette de 1 mL adicionou-se S1 para uma concentracao final de 0,05 mg/mL, 800 uL de
meio de reacgéozz, 10 uL de PEP ([PEP]stock = 42 mM), 10 uLL de PK+LDH 1:1 ([PK+LDH]tock =
1 mg/mL) e 15 uL de NADH ([NADH]s4ck=25 mM). Iniciou-se a monitorizacdo da reac¢do
através da leitura de AbsSsao nm, apds a adicdo de 20 pL de ATP ([ATPJs0k=100 mM), A
actividade Mg*"-ATP4sica ¢ obtida através do declive correspondente 4 oxidacio do NADH. Para
a medicio da Mg®-ATPase de Sl estimulada por actina, adicionou-se F-actina para uma
concentragdo final de 2 uM, sendo a actividade obtida também através do declive correspondente

a oxida¢do do NADH, ap¢s a adi¢do da proteina.

3.5 Interacio entre vanadio e subfragmento-1 de miosina
3.5.1 Preparacio das solucoes de vanadio

As solucdes de vanadato foram preparadas em agua MilliQ a partir de metavanadato de amodnio
(NH4VO3) numa concentracdo stock de 50 mM, com agitagdo magnética e aquecimento (~30 °C).
Esta solu¢do, com um valor compreendido entre 6 ¢ 7, designa-se por “metavanadato” e ¢
constituida pelas esspécies V1, V2, V4 e V5 (Ref). Acidificando a solu¢do de metavanadato, por
adicao de HCI até um valor de pH proximo de 4, observa-se uma mudanca de cor de amarelo
claro para laranja, indicativa da formacdo da espécie decamérica de vanadato. De seguida, e
imediatamente antes da realizagdo dos ensaios descritos, o valor do pH da solugdo de
decavanadato foi aumentado para cerca de 7,5, por adicdo de NaOH.. A solucao (2), designada
por “metavanadato” nao foi posteriormente alterada até a sua adigdo para a realizag¢@o dos ensaios.

As solugdes foram armazenadas a 4°C e mantidas em gelo aquando da sua utilizagao.

A solucdo de V(IV) foi preparada em condi¢des anaerobias, por diluicdo de sulfato de vanadil

(VOSOy4) para uma concentragdo final de 5 mM, em H,O MilliQ saturada com N, gasoso.

3.5.2Analise por espectroscopia de UV-Vis

A concentragdo da espécie decamérica em solu¢ao depende do periodo de tempo apds a diluicao
no meio de reacg¢ao apropriado (Ref). A velocidade de desoligomerizacao da espécie decamérica
pode ser analisada por espectroscopia de absor¢do na regido UV/Vis, uma vez que esta espécie
apresenta duas bandas caracteristicas na regido do visivel, (a 358 e 400 nm), que ndo se verifica

em quaisquer outras espécies oligoméricas. As bandas supramencionada sapresentam-se bem

> Meio de reacgdo: 31,25 mM Tris-HCI pH 7,1; 3,75 mM MgCl,
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resolvidas através da obtencdo da derivada de 2* ordem do espectro, apresentando a forma de 2
vales com minimos centrados nos comprimentos de onda supracitados, com dependéncia linear
relativamente a concentra¢dao de decavanadato total (Ramos et al, 2006).

Assim, a estabilidade da espécie decamérica apds dilui¢dao da solugao de decavanadato no meio de
reaccdo dos ensaios (tampao D), para uma concentragdao final de 1 mM em vanadato total, foi
caracterizada através da leitura da Abss em funcdo do tempo, tendo-se determinado qual a
ordem de reacgdo e o tempo de meia-vida da mesma. Com base em estudos anteriores acerca da
estabilidade do Vi na presenca de diferentes proteinas (Ramos et al, 2006), determinou-se

igualmente o tempo de meia vida ap6s a adi¢ao de 20 uM de S1 de miosina ao meio reaccional.

3.5.3 Analise por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN do isétopo *'V foram realizados num espectrometro Bruker AM-400 MHz
equipado com uma sonda multinuclear inversa de 5 mm. Em tubos de RMN de 5 mm de didmetro,
preparou-se solugdes de 500 puL de deca- ou metavanadato, correspondentes a um intervalo de
concentragdes de 1 a 10 mM, suplementadas com 10% D,0. Os espectros foram adquiridos a
temperatura ambiente, com uma largura espectral de 23 923 Hz, um tempo de aquisi¢ao de 0,086
s, tempo de relaxac¢do de 0,01 s e uma sequéncia de pulsos a 90°. Utilizou-se a transformada de
Fourier, com alargamento das bandas de 20Hz para o processamento dos espectros. Os desvios
quimicos das ressondncias de °'V foram obtidos em relagio & espécie VOCls,cuja frequéncia de
ressonancia ¢ considerada o padrdo, sendo todas as outras referenciadas a partir desta, em ppm.
As areas dos sinais do RMN correspondentes as espécies oligoméricas presentes foram obtidas
por integracao dos sinais. As concentracdes relativas das espécies foram calculadas com recurso a

equacao

onde A[Vy] corresponde a area referente a ressondncia da espécie Vx com n.° de agregagdo X,

A[V]iotal @ soma total das areas medidas e [V] a concentracao total de vanadio no ensaio.

A técnica de >'V-RMN foi anteriormente aplicada em estudos de ligagio com SI de miosina
(Ref), tendo sido demostrado que, entre as espécies Vi, V,, V4 e Vs, a espécie tetramérica possui a
maior afinidade para a miosina (Cremo et al). O desaparecimento ou alargamento dos sinais pode

implicar a ligacdo de um dos oxovanadatos labeis @ miosina, sem indica¢do de qual, uma vez que
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se processa um equilibrio entre eles (Crans, 1990). Assim, e tendo em conta as indicagdes de que
a espécie Vi ¢ distinta das restantes, no que diz respeito a magnitude da interac¢do com a miosina
e inibicdo da actividade ATPasica estimulada por actina (Aureliano, 2000; Tiago et al, 2002),
torna-se fundamental investigar a interac¢ao das diferentes espécies de vanadato com o S1 de

miosina, através da técnica de SlYV_RMN.

Para tal, obtiveram-se espectros de *YV_RMN resultantes da titulacdo de uma solugdo 5 mM de
decavanadato total com concentracdes crescentes de S1 de miosina (0; 5; 10; 15 ¢ 20 uM) em
tampao D. Realizou-se ainda ensaios na presenga de 2 mM de decavanadato e 2 mM de ATP, na
presenca e na auséncia de S1 de miosina, de modo a verificar o efeito que estes ligandos naturais

da enzima teria na interac¢ao das varias espécies de vanadato com o subfragmento-1.

3.6 Interaccao de S1 com vanadio
3.6.1 Quantificacio de cisteinas reduzidas

Os grupos sulfidrilo (-SH) das cisteinas sdo residuos de aminoacidos extremamente sensiveis a
oxidacdo, resultando na sua oxidagdo (Dalle-Donne et al, 1999). Logo, a quantificacdo destes
residuos ¢ bastante importante nos estudos de interac¢do com vanadio, ja que os residuos de Cys,
com énfase para o SH1 e o SH2, sdo bastante importantes na monitorizagdo das modificacdes
funcionais da regido da cabega.

O procedimento seguidamente apresentado foi originalmente descrito por Gutiérrez-Merino
(1987)). Consiste na reaccao entre os grupos —SH ndo oxidados das proteinas e o reagente de
Ellman (DTNB -5,5’-ditiobis(2-4cido nitrobenzoico)) - formando-se o anido CNT (anido 3-
carboxilato-4-nitrotiofenolato) numa estequiometria de 1:1. Este apresenta um maximo de
absorvéncia a 412 nm, (Robyt, 1990). Assim, apos a incubacao da proteina na presenca do metal,

a quantidade de cisteinas reduzidas por proteina determina-se atraveés dos valores de Absas.

Deste modo, colocou-se num tubo de Eppendorf o volume apropriado de S1 dialisado para que a
concentracdo no ensaio fosse de 1 mg/mL. Adicionou-se o volume apropriado de decavanadato,
para que a sua concentragao fosse de 0, 10, 50, 100, 250, 500 ou 1000 uM. Perfez-se com solucao
D até um volume final de 1 mL e incubou-se a 25°C por 20 minutos. Apos este periodo, colocou-

se 780 uL da mistura reaccional numa cuvette de quartzo e adicionou-se 220 pL de solugdo K*.

» Tampio K: Tampao fosfato/hidrogenofosfato de sodio 0,25 M pH 7,2
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Adicionou-se 15 pL de DTNB (em solucdo K, [DTNB],x=100 mM) ao meio reaccional e
registou-se o valor de absorvéncia medido, equivalente as cisteinas “rapidas” (SH1 e SH2,
expostos ao solvente). Adicionou-se 0,01 g de SDS, que provoca a desnatura¢do da proteina e,
consequentemente, a exposi¢do de todos os residuos de cisteinas que se encontravam até ai

inacessiveis no interior da proteina (cisteinas totais). Estes residuos podem, assim, reagir com o

DTNB.

Estimou-se o nimero de residuos de cisteinas em todas as amostras, com recurso ao coeficiente de
extingdo molar (¢) do DTNB (ver ponto 3. dos Anexos), que foi determinado através da titulagao
de L-Cisteina com intervalo de concentragcdes compreendidos entre 0 ¢ 50 uM, na presencga de

25uM de DTNB em tampao D. Os valores de absorvéncia foram obtidos para um comprimento de

onda de 412 nm.
3.6.2 Interaccio de V(IV) com subfragmento-1 de miosina
3.6.21 Analise por Ressoniancia Paramagnética Electrénica

A técnica mais eficiente de andlise da interac¢do entre o ido vanadilo e proteinas, como a
calmodulina e a transferrina entre outras, permite a obtencao rapida de informacao, no que toca a

conformagdo ¢ amplitude da referida interacgao.

Os espectros de Ressonancia Paramagnética Electronica (RPE) da espécie paramagnética V(IV)
foram realizados a 70K num espectrometro Bruker EMX-300 X-band. Todas as solugdes
utilizadas e amostras foram preparadas em anaerobiose, numa camara de luvas, de modo a evitar a
reducdo de V(IV) a V(V). Em tubos capilares com 0,2 mL de amostra, manteve-se a concentracao
de S1 a 20 uM e variou-se a concentragdo de vanadilo (0; 2,5; 5; 10; 15; 25; 50; 75; 100; 150;
200; 500 e 1000 uM; [VOSO4lswei=S mM), em tampao D. Apds obtencdo dos espectros, estes
foram tratados através do software SimFonia e WinEPR, tendo-se obtido um grafico com a
variagdo da intensidade do sinal de RPE em funcdo da concentragdo de sulfato de vanadilo
presente. Realizaram-se ainda simula¢des de espectros obtidos com 20 pM de S1 e 1000 pM de
V(IV), com vista a obtencdo dos ligandos provaveis do vanadilo, através da analise da constante

de acoplamento hiperfina (A/) e do factor g (g).
4. Conclusoes gerais

Apesar de ja ter sido demonstrado que o vanadio inibe a Na'/K'-ATPase da miosina, a fungdo
deste elemento no tecido musculo esquelético continua largamente incompreendida. A enorme

complexidade quimica deste metal, especialmente no que concerne a oligomerizagdo e reacgdes
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redox, constitui um obstdculo a compreensdo do comportamento do vanadio nos organismos
vivos. Assim, a caracteriza¢do da quimica deste elemento ¢ de grande utilidade, antes de iniciar o

estudo da sua interac¢ao com o presente sistema.

A analise por espectroscopias de °'V-RMN e de UV-Vis de solugdes de vanadato diluidas nos
meios de reacgao utilizados no presente relatério (10 mM HEPES, pH 7,0; 25 mM KCI) mostrou
claramente que a espécie decamérica (Vo) possui um tempo de vida suficientemente longo para a
determinagdo do seu efeito isolado, ao contrario do que se verifica com as espécies mono-, di-,
tetra- e pentaméricas (Vi, Va, V4 e Vs). Por outro lado, a analise verificou ainda que, ap6s diluicao
das solugdes de decavanadato no meio de reacgao, coexistem as espécies Vip € Vi, pelo que os
efeitos putativos desta ultima deverdo ser subtraidos, aquando da monitorizagdo dos efeitos da

espécie decamérica.

O vanadio (V) (vanadato) inibe as enzimas que catalizam reac¢des de transferéncia de grupos
fosfato, como a ATPase da miosina [Goodno, 1979], devido a sua analogia estrutural com o ido
fosfato. Na sua utilizagdo como inibidor enzimatico, ndo ¢ tida em conta a contribui¢do individual
das espécies oligoméricas, considerando-se normalmente a espécie V| como inibidora efectiva
[Goodno e Taylor, 1982]. No presente relatdrio, verificou-se por espectroscopia de S'V-RMN que
outros oligomeros de vanadato interagem com o S1 de miosina, tendo as espécies Vip € V4 0s

maiores niveis de afinidade. A sua interac¢do envolve forcas electrostaticas e ¢ afectada

negativamente por ligandos naturais de enzima, como ¢ o caso do ATP.

A exposicdo do S1 de miosina (0,05 mg/mL) a decavanadato conduz a inibi¢do do capacidade da
proteina de estimular a actividade Mg2+-ATPésica, com um valor de ICsy de 26,6 £ 0,7 uM
decavanadato, sendo o maximo de inibicdo da estimulacdo atingido para cerca de 250 uM
decavanadato (80%). Na presenc¢a de actina, o valor de ICsy € de 28 = 1 uM decavanadato, sendo
o maximo de inibi¢do da estimulagdo atingido para cerca de 250 puM decavanadato (60%),

exercendo um efeito de impedimento a ligagdo entre o vanadio e o S1.

A uma concentragdao de 27 uM decavanadato, verifica-se a oxidacdo de um dos residuos de Cys
de S1 de miosina, seguida pela oxidagdo gradual de outro residuo de Cys, até¢ a concentracdo de
1000 pM. Ambos os residuos oxidados ndo se encontravam expostos ao solvente utilizado. A
oxidagdo dos residuos permite sugerir que esta modificacdo oxidativa sofrida pelo S1 contribui

para a diminui¢@o da sua actividade de ATPase.
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Por espectroscopia de RPE, revelaram-se os possiveis ligandos equatoriais do vanadio aquando da
sua interaccdo com o S1 de miosina, como sendo duas moléculas de 4gua, um ligando contendo o

grupo R-OH e outro contendo o grupo R=NR.

Globalmente, os resultados obtidos sugerem um efeito significativo do vanadio, nos estados de
oxidagao (IV) e (V), no S1 de miosina, para concentragdes facilmente alcancaveis no ambiente

terrestre.
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5. Estudos futuros

No sentido do melhor esclarecimento das alteragdes moleculares e estruturais que ocorrem no
subfragmento 1 quando exposta ao vanadio, que conduzem a uma diminui¢do da sua funclo,

sugere-se:
- Quantificagdo das cisteinas reduzidas de S1 na presenga de metavanadato;

- Determinacdo das actividades Ca®’- ¢ K'-ATPasica do Sl de miosina na presenca de

decavanadato;
- Determinagdo da actividade Mg -ATP4sica basal do S1 de miosina estimulada por actina;

- Determina¢io da actividlade Mg>'-ATPasica basal do S1 de miosina na presenca de

metavanadato;

- Realizagdo de RMN 2D com variacdo das concentragdes das solugoes de decavanadato ¢

metavanadato, na presenca de S1;

-Mutagénese dos residuos de Cys doS1 de miosina, de modo a verificar quais os residuos que

sofrem oxidagdo na presenca de decavanadato;

- Determinacdo por calorimetria (DSC, Differential Scanning Calorimetry) da variacdo da
entalpia (AH) e da temperatura de desnaturacdo do S1 de miosina na presenca de vanadio, uma
vez que estas propriedades, caracteristicas de cada proteina, sdo alteradas apds ocorréncia de

modificagdes estruturais;

- Analise por SDS-PAGE de S1 de miosina apds tratamento com vanadio, de modo a determinar

quais os polipéptidos eventualmente formados apos clivagem da proteina;
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Anexos

1. Determinacao da recta de calibracio método de Bradford

/ N\

Abs 595 nm

Asgs nm = 0,0546[BSA] +0,0209
R?=0,99051

[BSA] (mg/mL)
- J

Figural—Representagdo grafica da recta de calibracdo (Abssos nm Vs. [BSA]), utilizada para o método de Bradford.

2. Determinacio da recta calibragao para a electroforese em condi¢cdoes desnaturantes

4 N\

log PM

log PM =-1,177 Rf + 2,247
R?=0,98957

Mobilidade relativa (Rf)

- J

Figura 2 — Representagdo grafica da recta de calibracdo (log(Peso Molecular) vs. Rf dos marcadores de peso

molecular), onde Rf indica Mobilidade , . (Fremte | determinada através do padrio de peso molecular

(pogo (a)).
3.Calculo do coeficiente de extingdo molar (g¢) para a quantificacdo de cisteinas reduzidas,

através do método de Ellman

Tragou-se a recta de Abss nm média vs. [L-Cisteina], de modo a determinar o valor do coeficiente
de extingdo molar &, definido como o declive daquela recta. Assim, £€=8400 M' em”, como

podemos verificar na Fig. 3.
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Tabela 3.II1 — Amostras utilizadas para a obtencao da recta de determinagao de €.

[L-Cisteina]

(LM) A412 média

0 0

2 0,0115

4 0,039

6 0,069

8 0,102
10 0,137
20 0,187
30 0,2465
40 0,324
50 0,4045

e N

ADbSy15 4

ADbS415 oy = 0,0084*[L-Cisteina]
R?=0,9692

[L-Cisteina] (uM)

o /

Figura 3 — Representacdo grafica da Abs412 nm vs. a concentragao de L-Cisteinas (uM), utilizado na determinacao

de €, com vista na quantificag@o de cisteinas reduzidas.
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4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear: consideracdes gerais

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permite a monitorizagdo da absor¢ao de
radiag@o associada a transi¢des de nucleos atdmicos entre niveis adjacentes de energia magnética.
A energia da radiacdo ¢ medida como funcdo do campo magnético aplicado, obtendo-se um

espectro de absor¢ao em funcao da forca do campo magnético.

As caracteristicas do nucleo constituinte de uma determinada molécula irdo influenciar os sinais
obtidos no espectro de RMN, permitindo-nos a obten¢do de informagdes de variadas amplitudes:
a estrutura da molécula em analise, a sua interac¢ao intermolecular no sistema em estudo, bem
como a sua participagdo em processos dinamicos em solugdo. O espectro de RMN ¢ constituido

por diversas bandas de ressonancia.

Os parametros espectrais de um espectro de RMN com mais interesse para o estudo em curso sao
o desvio quimico (3), que se refere a posicdo de cada banda em relagdo a uma referéncia
previamente escolhida (8y); a amplitude da banda, que se define como a altura relativa da banda; a

intensidade, definida pela area da banda; a largura a meia altura; a constante de acoplamento de

spin (J);

Todos os parametros anteriormente referidos podem contribuir para a obtengdo de informagdes
sobre o ambiente quimico, estrutura, concentracao, e interac¢ao intermolecular, com énfase para

estudos cinéticos, entre outros.

O desvio quimico evidencia as alteragdes do ambiente quimico em redor do nticleo observado e ¢

normalmente expresso em ppm, que o torna um valor adimensional.

O niicleo de °'V apresenta propriedades magnéticas que o tornam adequado para estudos através
desta técnica. Este is6topo apresenta uma abundancia natural de 99,75%, spin nuclear de 7/2 e
sensibilidade de 39% relativamente ao protio (‘H). As bandas dos vanadatos com configuragio
tetraédrica ou aproximada apresentam largura a meia altura média (60-100 MHz). Assim, a

realizagdo de estudos com espécies diamagnéticas (como ¢ o caso do V(V)).

Cada espécie de vanadato (V(V)) esta caracterizada por ressonancias bem resolvidas no espectro
de RMN. O tempo de relaxacdo das diversas espécies em estudo ¢ semelhante, pelo que a
integragdo dos seus sinais fornece-nos a fracgao molar e, consequentemente, a concentragao de

cada oligdmero.
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