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Apresentacio da dissertagio

Os estudos apresentados nesta dissertagdo, para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Biologicas, com especialidade em Bioquimica Inorgénica, resultaram do trabalho de
investigacdo desenvolvido entre 2007 e 2012. A parte experimental dos estudos foi realizada
no Laboratoério de Bioquimica — Bioenergética, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade do Algarve, sob a orientagcdo do Prof. Doutor Manuel Aureliano Alves, do
Departamento de Ciéncias Biologicas e Bioengenharia. Alguns estudos espetroscopicos foram
realizados no departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa, nomeadamente os estudos por ressonancia magnética nuclear e
ressonancia paramagnética eletronica. Relativamente aos estudos por espetroscopia de
Raman, foram efetuados na Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento Quimica-Fisica
Molecular da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Estes estudos
foram apoiados pela Fundagao para a Ciéncia e Tecnologia, através do programa de formagao
avancada de docentes do Ensino Superior Politécnico (PROTEC) em 2010, tendo sido
aprovada a bolsa da candidatura com a referéncia SFRH/PROTEC/67781/2010.

Nesta tese, cujo tema, consiste no estudo das interagdes de oxometalatos de vanadio,
niobio, tungsténio e molibdénio com a Ca2+-ATPase, foram avaliados os efeitos da interagao
de oxometalatos com a Ca*"-ATPase através de estudos cinéticos combinados com estudos
espetroscopicos.

A dissertagdo que se apresenta encontra-se dividida em nove capitulos. No primeiro
capitulo ¢ feita uma introdu¢do geral para contextualizar o tema proposto, em que se faz
referéncia aos efeitos toxicoldgicos e potenciais aplicagdes terapéuticas dos oxometalatos,
com especial incidéncia nos oxometalatos contendo vanddio. Além disso, faz-se uma
abordagem ao conhecimento sobre a estrutura e fungdo da Ca**-ATPase e sua importancia
biologica. No capitulo 2, apresentam-se os objetivos e propostas de estudo para concretizagao
dos objetivos. Seguidamente, no capitulo 3 descrevem-se os materiais ¢ métodos usados nos
estudos. No capitulo 4, apresentam-se sistematizados os resultados obtidos, fazendo-se a sua
analise critica no capitulo 5, designado por discussdo. No capitulo 6 apresentam-se as
conclusdes apds o qual se incluiu um capitulo 7, no qual realizou-se uma analise comparativa
do modo de acdo de farmacos e oxometalatos em bombas idnicas, incluindo a Ca2+—ATPase,
como alvos da agdo terapéutica. Finalmente, no capitulo 8 sdo apresentadas as conclusdes

finais dos estudos apresentados nesta dissertacdo e as perspetivas de futuras abordagens ao
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tema e no capitulo 9, incluem-se as referéncias bibliograficas que foram utilizadas para

contextualizar o tema em estudo, para o estabelecimento das técnicas e protocolos utilizados e

para se fazer a andlise, interpretag@o e discussao dos resultados obtidos.

Dos estudos efetuados foram publicados dois artigos, encontrando-se um artigo submetido:

Fraqueza, G.; Ohlin, C.A.; Casey, W. H.; Aureliano, M. (2012). Sarcoplasmic
reticulum calcium ATPase interactions with decaniobate, decavanadate, vanadate,

tungstate and molybdate. J. Inorg. Biochem. 107: 82-89.

Fraqueza, G.; Batista de Carvalho, L.A.E.; Marques, M.P.; Maia, L.; Ohlin, C.A_;
Casey, W.H.; Aureliano, M. (2012). Decavanadate, decaniobate, tungstate and
molybdate interactions with sarcoplasmic reticulum Ca*"-ATPase: quercetin prevents

cysteine oxidation by vanadate but does not reverse ATPase inhibition. Dalton Trans.

41:12749-12758.

Aureliano, M.; Fraqueza, G. (2012). Ionic pumps inhibitors: recent insights into

oxometalates interactions with E1E2-ATPases. Submetido para publicagao.

Os resultados descritos nesta dissertacdo, além de publicados em revistas internacionais,

também foram divulgados em congressos cientificos sob a forma de comunicagdes em painel

e comunicacao oral, que se enumeram seguidamente:

Comunicacoes orais

Aureliano, M.; Fraqueza, G.; Ohlin, C.A.; Casey, W.H.; Marques, M.P.M.; Carvalho,
L.A.E. (2012). Interaction of vanadate, niobate, molybdate and tungstate oxometalates
with calcium pump from sarcoplasmic reticulum: Ca®’-ATPase conformational
changes. Acta of the International Symposia on Metal Complexes — ISMEC. Volume
2. June 18™-22" Lisbon. Symposium Edition: XXIII. OC44. 142-143.ISSN: 2239-
2459.




Apresentacio da dissertacao
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Brissos, R.S.; Fontes, F.L.; Martins, H.; Fraqueza, G.; Tiago. T.; Martins, J.; Duarte,
R.O.; Moura, J.J.G. and Aureliano, M. (2008). - Vanadium interactions with calcium

pump ATPase: an overview. 6th International Vanadium Symposium — Lisboa — 17 a

19 de julho. P44.
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(2012). Functional and structural interactions of Nb, V, Mo and W oxometalates with
the sarcoplasmic reticulum Ca”>*-ATPase reveal new insights into inhibition processes:
a combination of NMR, Raman, AA and EPR spectroscopie with kinetic studies.
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Resumo

Resumo

Os oxometalatos sdo compostos que tém sido descritos por apresentarem propriedades
insulino-miméticas, antitumorais, antibidticas, além de serem inibidores das ATPases,
nomeadamente a Ca’*-ATPase. Contudo, os efeitos da interagio dos oxometalatos com a
Ca*"-ATPase, ndo é um assunto completamente esclarecido.

Este estudo teve como objetivo, esclarecer o modo de atuagdo de oxometalatos de vanadio,
niébio, tungsténio e molibdénio na fungfo e estrutura da Ca’"-ATPase de RS, combinando-se
estudos cinéticos com técnicas espetroscopicas. Verificou-se que os oxometalatos estudados
inibem a atividade da Ca’"-ATPase, sendo o inibidor mais potente o decavanadato com um
ICso de 15 uM. Foi observado que decavanadato e decaniobato inibem a Ca’"-ATPase de
modo ndo competitivo. Por EAA, observou-se que Vo liga-se as conformacdes E1, E1P, E2 e
E2P, enquanto foi confirmado que V, liga-se preferencialmente as conformagdes E2 e E2P.
Por outro lado, o vanadato e o decavanadato induzem a oxidacao de cisteinas na proteina. A
presenca do antioxidante quercetina previne a oxidagdo das cisteinas, mas ndo a inibi¢do da
Ca®**-ATPase por vanadato ou decavanadato. O sinal de V(IV), observado no espetro de RPE
de decavanadato na presenca Ca*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico e ATP, sugere uma
redu¢do de vanadato, devido a interagdo de Vo com a proteina. Estes resultados sugerem que
a maior capacidade do Vio para inibir a Ca®-ATPase pode estar, pelo menos em parte,
relacionada com o processo de redu¢cdo do vanadato associada a oxidagdo das cisteinas na
proteina. Finalmente estes resultados contribuem para a compreensdao e aplicagdo de
oxometalatos e polioxometalatos como moduladores eficazes de muitos processos bioldgicos,
particularmente aqueles associados com homeostasia do célcio. De facto os oxometalatos, em
especial os polioxometalatos apresentam capacidade inibitoria sobre as bombas ionicas, em
especial na Ca**-ATPase, semelhante a farmacos que tém como alvo de agio terapéutica estas
bombas i6nicas. Sendo por isso de considerar em estudos, a inclusdo deste tipo de

oxometalatos em fairmacos com aplicagdo terapéutica.

Palavras-chave: decavanadato, decaniobato, Ca2+-ATPase, polioxometalatos, reticulo

sarcoplasmatico.




Abstract

Abstract

The oxometalates are compounds that have been described with insulin-mimetic, anti-tumor,
antibiotic, properties, and it has been reported that these compounds are ATPase inhibitors, in
particular Ca*"-ATPase inhibitors. However, the effects of the interaction of oxometalates
with Ca®"-ATPase, is not a subject completely clarified. In this sense, in this dissertation was
deepened the study on the mode of action of oxometalates of vanadium, niobium, tungsten
and molybdenum in structure and function of Ca’’-ATPase of RS, combining kinetic and
spectroscopy studies.

It was demonstrated that decavanadate (Vo) ion is a stronger Ca>"-ATPase inhibitor (ICs, =
15 uM) than the other oxometalates, such as decaniobate ion, and than vanadate, tungstate
and molybdate monomer ions. The V) interaction with the protein is not affected by any of
the protein conformations (E1, E1P, E2 and E2P) that occur during the process of calcium
translocation. It was observed that decavanadate and decaniobate are both non-competitive
inhibitors of Ca*"-ATPase. Moreover, decavanadate and vanadate induce protein cysteine
oxidation whereas no effects were detected for decaniobate, tungstate or molybdate ions. The
presence of the antioxidant quercetin prevents cysteine oxidation, but not ATPase inhibition,
by vanadate or decavanadate. Definitive V(IV) EPR spectra were observed for decavanadate
in the presence of sarcoplasmic reticulum Ca*"-ATPase, indicating a vanadate reduction at
some stage of the protein interaction. Putting it all together, we suggest that the ability of Vi
to inhibit the Ca*"-ATPase may be, at least in part, due to the process of vanadate reduction
and associated protein cysteine oxidation. In conclusion, the different oxometalates and
polyoxometalates studied have different capabilities as modulators of calcium homeostasis. In
fact the oxometalates, in particular the polyoxometalates exhibit inhibitory capacity on the
ionic pumps, in special in Ca*"-ATPase, similar to drugs which target of therapeutic action
are these ionic pumps. The inclusion of this type of oxometalates in drugs with therapeutic

application once that have different mechanisms of action, should not be excluded.

Keywords: decavanadate, decaniobate, Ca’-ATPase, polyoxometalates, sarcoplasmic

reticulum
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Capitulo 1 Introducéo geral

1.1 Introducio

O uso de metais com aplicagdes terapéuticas tem aumentado a sua importancia no ultimo par
de décadas. Oxometalatos de vanadio (V), tungsténio (W) e molibdénio (Mo) t€m sido usados
para a preparacdo de numerosas substancias farmacologicamente ativas e para a determinacao
de diferentes parametros bioquimicos (Stankov, et al., 2007). Também tem sido mostrado,
que este tipo de oxometalatos, atuam em sistemas enzimadticos celulares que conduzem a
normalizacdo da pressdo sanguinea, bem como a normalizacdo dos niveis de glucose e de
lipidos no soro sanguineo (Nomiya, et al., 2001; Stankov, et al., 2007). O efeito insulino-
mimético de oxometalatos de vanadio(V) tem sido associado a uma regulacio especifica dos
recetores de proteina-cinases incluindo o recetor de insulina tirosina-cinase (Matsumoto,
1994; Ahmad, et al., 2006). Também, tungstato(VI) e molibdato(VI) apresentam efeitos
insulino-miméticos em adip6citos e hepatocitos de ratos (Matsumoto, 1994).

Uma vez que estes oxometalatos existem naturalmente nos organismos vivos, a terapia
com oxometalatos podera ser uma via de tratamento da diabetes se houver disponibilidade
destes oxometalatos para administracdo oral como substitutos da insulina (Nomiya, et al.,
2001). Entdo a administragdo oral de vanadato, molibdato ou tungstato podem ser uma
alternativa viavel para quimioterapia em muitas doengas, além da diabetes mellitus, uma vez
que varias cinases e/ou fosfatases de tirosina estdo envolvidas numa variedade de doengas
(Matsumoto, 1994). Avangos em quimica bioinorgénica, sdo necessarios para entender os
mecanismos de agdo e para reduzir os efeitos toxicos (Ahmad, et al., 2006). Recentemente,
tém sido referidos alguns compostos organicos de vanadio que, tal como os oxometalatos
inorganicos, alguns com propriedades insulino-miméticas, inibem a atividade Ca*-ATPase de
reticulo sarcoplasmatico e também tém agdo de regular o processo de contragdo muscular
(Aureliano et al., 2008).

Neste sentido, no presente trabalho estudou-se os efeitos de oxometalatos em sistemas
sub-celulares que interatuam com metais de modo a aprofundar conhecimentos que poderao
ter utilidade no potencial uso destes compostos com atividade terapéutica. As bombas i6nicas,
alvos de farmacos, tal como a Ca*"-ATPase, representam modelos para o estudo da interagdo
com os oxometalatos. Esta ATPase possui varios locais de interacdo com metais € como tal
podem estar envolvidos no mecanismo de inibicdo. Sabendo-se que o vanadato induz um
estado de transi¢io analogo a quando a Ca’"-ATPase ¢ fosforilada, bloqueando a conformagao
E2 da proteina (deMeis e Vianna, 1979). Além do vanadato (V,), outros oligdmeros de

vanadio, por exemplo o decavanadato (Vjo), também inibem a Ca’’-ATPase (Aureliano e
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Madeira, 1994a). Contudo, o mecanismo de acao, dos oxometalatos de vanadio bem como de
outros metais, ainda ndo estd completamente elucidado. Por isso, trabalhos que mostrem
como atuam os oxometalatos nas bombas i6nicas podem dar um contributo para que estes
compostos, com propriedades terapéuticas, possam ser incluidos na categoria de farmacos.
Sendo conhecidos diversos farmacos no tratamento de véarias patologias, que tém como alvo
bombas idnicas, entre as quais a Ca”-ATPase. A comparagio do modo de interagdo destes
farmacos com o modo de interacdo dos oxometalatos nas bombas idnicas poderd contribuir

para a integracdo dos oxometalatos em fAirmacos com uso terapéutico.

1.2 Vanadio: aspetos gerais e atividades bioldgicas

As primeiras referéncias a um novo elemento metélico, semelhante ao crémio e uranio, foram
feitas em 1802 pelo professor de mineralogia espanhol Andrés Manuel del Rio que sugeriu a
hipétese de ter encontrado um novo elemento. Designou-o por pancrémio, devido a gama de
cores que os sais do metal apresentam de acordo com os estados de oxidacdo. Mais tarde
denominou-o por eritronio, devido a coloracdo vermelha que os seus sais apresentam quando
tratados com acido. Porém, a hipotese foi descartada uma vez que havia algumas semelhancas
com o cromio. Em 1831, Nils Gabriel Sefstrom purificou este elemento sobre a forma de
oxido dando-lhe a nomenclatura de vanddio em honra a lendaria deusa da mitologia
escandinava, Vanadis, que representa a beleza e o amor, devido a gama de cores que as varias
formas do metal apresentam (Nriagu, 1998a; Barceloux, 1999). Depois de Sefstrom ter
anunciado a sua descoberta de vanadio, Wohler reanalisou o metal que Del Rio enviara para a
Europa, e mostrou que o metal que Del Rio enviou realmente continha vanadio em vez de
crémio.

O vanéadio, ¢ um metal sélido a temperatura ambiente e resistente a corrosao que pode
ser encontrado na crosta terrestre € também em seres vivos variando os seus estados de
oxidagdo de -1 a +5, por vezes encontrando-se o vanadio no estado -3 (Chasteen, 1983; Goc,
2006). Este nao se encontra na natureza sobre a forma metalica, e os estados de oxidagdo mais
comuns s3o o I1I, IV e V. E um elemento vestigial na maior parte dos organismos e tem vindo
a ser descrito como um dos possiveis elementos vestigiais essenciais ao desenvolvimento e
crescimento no ser humano, porém ¢ um elemento essencial a uma grande variedade de seres
vivos. Apesar de a sua funcdo ndo ter sido ainda suficientemente clarificada sabe-se que em

baixas concentragdes, em mamiferos, a sua deficiéncia pode prejudicar processos essenciais a
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reproducao e desenvolvimento, nomeadamente inibe o crescimento, mineralizagao dos 0ssos,
causando inimeras malformacdes e alterar o metabolismo lipidico (Goc, 2006).

Este elemento pode ser extraido a partir de combustiveis fosseis, nomeadamente o
petréleo e derivados como a gasolina, carvao, fosseis carbondceos em que a quantidade de
vanadio na forma de porfirinas de vanadilo ¢ muito elevada (Mamane e Pirrone, 1998).
Também pode-se encontrar vanadio em subprodutos de alguns metais em particular nos
minerais ferrosos, onde a extracdo pode conduzir ao aparecimento de ligas ricas neste metal
(liga de ferrovanadio) ou nas cinzas formadas pela producdo de ligas ferrosas além de poder
estar presente em subproduto de minérios ndo ferrosos, como por exemplo, de aluminio,
titanio ou uranio (Chasteen, 1983; Barceloux, 1999). Este metal tornou-se um elemento
fundamental na tecnologia industrial moderna, em especial na indistria militar, devido a
dureza que confere as ligas metalicas no qual estd presente. O vanadio tem também outras
utilizagdes industriais importantes. Encontram-se aplicagdes dos compostos contendo vanadio
pela industria quimica, na sintese de polimeros e compostos organicos, na agricultura pela
presenca em pesticidas e fungicidas, na producdo de ligas metélicas, em especial as ligas de
aco e ligas ndo ferrosas, na producdo de baterias e vidros, na industria nuclear e na tecnologia
espacial. (Nriagu, 1998a; Barceloux, 1999). Por outro lado, a vasta utilizacdo dos compostos
de vanadio na industria quimica, bem como a sua presenga em combustiveis fosseis e a sua
combustdo, contribuiram para o aumento significativo deste elemento no meio ambiente
(Domingo et al., 1993). Além disso, temos a contribui¢do da erosdo da crosta terrestre e
atividade vulcanica a contribuir para a presenca de compostos de vanadio nas aguas oceanicas
e os efluentes domésticos e industriais como fontes adicionais de vanddio (Miramand e
Fowler, 1998). Todos estes fatores contribuem para a dissemina¢do do vanadio na natureza,
podendo estar presente nos solos, no ar e na dgua dos oceanos, dos rios ou lagos, onde o
vanadio pode ser rapidamente solubilizado ou depositado em sedimentos e ficar disponivel
para a transferéncia para a cadeia alimentar (Edel e Sabbioni, 1993). Admite-se contudo que a
populacdo estd exposta ao elemento principalmente pela combustdo de petrdleo, carvao e
ramas petroliferas utilizados na producao de eletricidade e calor (Barceloux, 1999).

Nas ultimas décadas, os compostos de vanadio tem revelado o potencial biologico
deste elemento para uso terapéutico e farmacologico (Nriagu, 1998a), tendo este elemento
revelado inimeras propriedades biomédicas uma vez que interatua com inimeros mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos, entre eles, aumenta o metabolismo da glucose e influéncia a

atividade enzimatica (Aureliano e Gandara, 2005; Goc, 2006). Devido ao seu efeito insulino-
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mimético o vanadio tem sido estudado essencialmente no tratamento de diabetes (Brichard e
Henquin, 1995; Li et al., 1996; Crans, 2000; Goldwaser et al, 2000a; Kiss et al., 2000;
Willsky et al., 2001; Crans et al., 2004; Li et al., 2008; Thompson et al., 2009), também se
conhece a sua utilizagdo na prevengdo e tratamento do cancro (Ghosh, 2000; Evangelou,
2002).

Devido a sua quimica complexa o vanadio tem um largo espetro de atuagdo a nivel
bioldgico, consequentemente torna-se essencial que seja estudado minuciosamente de modo a
que todas as suas aplica¢des sejam devidamente fundamentadas.

Este metal versatil tem assumido um papel relevante e tém vindo a ser desenvolvidos
iniimeros estudos que visam uma melhor compreensao da quimica e bioquimica de compostos
contendo este metal, nomeadamente os das espécies contendo oxovanadatos uma vez que sao
andlogas do fosfato e podem deste modo regular e interferir com um elevado numero de
processos bioquimicos (Crans, 2000; Crans et al., 2004). Para além do vanadato monomérico,
divanadatos, tetravanadatos e particularmente a espécie decamérica, decavanadato,
apresentam diversas atividades biologicas (Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano, 2009;

Aureliano e Crans, 2009).

1.3 Ocorréncia e toxicocinética dos compostos de vanadio

O vanadio ¢ um elemento que se pode encontrar na crosta terrestre numa concentragdo de 100
a 200 ppm, sendo o quinto metal de transi¢do mais abundante, podendo ser encontrado
maioritariamente em rochas, solos, plantas, animais, 4gua, combustiveis fésseis € numa menor
extensdo na agua, onde os seus niveis raramente excedem 0,1 ppb (Greenwood e Earnshaw,
1997). O vanadio encontra-se presente em concentracdes muito baixas, na ordem de nM, em
todas as células de animais e plantas, apresentando propriedades benéficas a baixas
concentragdes € sendo por isso considerado um elemento essencial para o Homem. As
atividades fisioldgicas e bioquimicas no corpo humano requerem uma quantidade de vanadio
total que varia entre 100 a 200 pg (Srivastava e Mehdi, 2005), estimando-se que o consumo
diario deste elemento ¢ de cerca de 10 a 60 pg por dia (Barceloux, 1999; Goc, 2006). Pode ser
encontrado também em alimentos consumidos pelo homem, em que as principais fontes
alimentares incluem a salsa (1,8 pg/g), cereais, peixes, mariscos, sementes de endro, frutas
frescas, vegetais (espinafres 0,5-0,8 pg/g), cogumelos (0,05-2 ng/g) e pimenta preta (<Ing/g),
pode também ser encontrado nas gorduras e 6leos mas quantidade deste elemento ¢ bastante

menor, sendo a alimentagdo a fonte essencial para a obtencdo deste elemento. O tabaco pode
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ser uma fonte importante no aporte de vanadio uma vez que apresenta elevadas concentragdes
do elemento, contendo o fumo do tabaco cerca de 1-8 ppm de vanadio (Chasteen, 1983;
Nielsen, 1991; Barceloux, 1999).

Na natureza, os compostos de vanadio existem naturalmente em muito poucos
organismos vivos, entre estes destacam-se os tunicados que podem concentrar vanadio na
forma reduzida, V(III), at¢ 1 mM em células sanguineas denominadas por vanadocitos
(Chasteen, 1983; Kustin ¢ McLeod, 1983; Nose et al., 1997). Esta concentracao de vanadio
nos tunicados ¢ 10° vezes superior 4 concentragdo de vanadio nos oceanos (Chasteen, 1983;
Nechay, 1984; Wilkins e Wilkins, 1997), uma vez que a concentragdo referida nos oceanos
para o vanadio ¢ de cerca de 10 nM (Chasteen, 1983; Wilkins e Wilkins, 1997; Miramand e
Fowler, 1998) onde o vanadio estd presente como ido vanadato, principalmente através da
presenca da espécies HVO4> ¢ H,VO, (Kustin e Mcleod, 1983). Por seu turno, as plantas
marinhas e os invertebrados podem bioacumular vanddio em concentragdes superiores ao
observado em animais e plantas terrestres (Bewers et al, 1987). Nos cogumelos do género
Amanita, o vanadio encontra-se presente numa molécula denominada amavadina que tem sido
extraida a partir de cogumelos da espécie Amanita muscaria (Silva e Williams, 2001). Em
leveduras de Sacharomyces cerevisiae ¢ na minhoca Pseudopotamilla occelata encontra-se
vanadio no estado de oxidagdo +4 (VO*) (Bode e al., 1990; Silva e Williams, 2001). Além
destes conhecem-se outros organismos, tais como fungos e bactérias, onde o vanadio atua
como cofactor em varias enzimas. Por exemplo, as haloperoxidases (enzimas que catalisam a
oxidacdo de halogenetos na presenca de peroxido de hidrogénio podendo ser
cloroperoxidases, bromoperoxidases e iodoperoxidases) ou as nitrogenases, (enzimas que
catalisam a redugdo de N, a NH; sendo assim envolvidas no ciclo do N») (Crans ef al., 1998).
Existem também uma nova classe de proteinas contendo vanadio que tem sido propostas
como proteinas transportadoras, as vanabinas (Crans et al., 2004). Nos humanos, verifica-se
que a quantidade de vanadio existente em condi¢des fisiologicas normais € cerca de 100 pg

(Etcheverry e Cortizo, 1998a).

1.3.1 Toxicocinética

A absor¢ao e distribuicdo dos compostos de vanadio dependem da taxa de entrada, da
solubilidade dos derivados de vanéadio nos fluidos corporais biologicos e do valor de pH dos
mesmos. A absorcao do vanadio tem lugar através de diferentes vias, sendo as principais a via

inalatéria e via trato gastrointestinal. Os compostos de vanadio sdo caracterizados pela baixa
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taxa de absor¢do pelo sistema digestivo, apenas 10 % do vanadio ¢ absorvido ao nivel
gastrointestinal, reduzindo assim os efeitos toxicoldgicos (Nriagu, 1998b).

No estdmago, muitos dos complexos de vanadio sdo transformados na sua forma
cationica, vanadilo, sendo absorvidos pela mucosa intestinal através de canais transportadores
de i0es, seguindo para a corrente sanguinea, onde cerca de 90 % ¢ transportado pela
transferrina ou albumina, estabilizando assim os complexos que se oxidam espontaneamente
originando anides vanadato (Chasteen, 1983; Nriagu, 1998a; Goc, 2006). O transporte
membranar ndo estd elucidado, porém sabe-se que as espécies de vanadio sdo distribuidas
pelo corpo, sendo acumulado principalmente nos ossos, figado, bago e rins. (Knudson, 1979;
Zaporowska e Scibor, 1998a; Mukherjee ef al., 2004).

Os tecidos em que se verifica uma acumulacdo residual ou praticamente nula incluem
o cérebro, o musculo e as gonadas (Zaparowska e Scibior, 1988a). Sabe-se que os 0ssos € 0s
dentes dos mamiferos, zonas onde ocorre a mineralizagdo, podem acumular vanadio em
concentragdo elevada enquanto as células hepaticas de cultivo incubadas com meios contendo
diferentes compostos de vanadio acumulam o elemento sobretudo nas mitocondrias e no
nucleo (Zaparowska e Scibior, 1988b).

Nos peixes, o padrao de acumulagdo ¢ semelhante aos mamiferos (Edel e Sabbioni,
1993) observando-se concentragdes mais elevadas no rim e figado (Knudson, 1979),
relativamente ao observado no musculo cardiaco. Porém, estudos realizados com
Halobatrachus didactylus sugerem que a acumulagdo de vanadio depende do modo de
administracdo ¢ das espécies de vanadato que sdo administradas, além de outros fatores
(Soares et al., 2006).

A excre¢do dos compostos de vanadio tem como vias principais, a via urinaria seguida
da via fecal (Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Barceloux, 1999) se for administrado por via
parenteral. Em caso de administragdo por via endovenosa a principal via de excre¢do ¢ a
urinaria sendo que a bilis pode desempenhar neste caso um papel importante na excre¢ao
fecal quando se atingem niveis plasmaticos elevados de vanadio (Etcheverry e Cortizo,
1998a; Barceloux, 1999; Mukherjee et al., 2004).

O metabolismo do vanadio, no corpo humano, ainda ndo estd suficientemente
elucidado, porém muitos estudos in vitro e in vivo, tem vindo a clarificar algumas hipoteses
(Orvig et al., 1995; Barceloux, 1999). Pensa-se que o vanadio nos fluidos extracelulares,
existe predominantemente no estado de oxidacdo pentavalente (vanadato). O vanddio entra

posteriormente no interior das células através de canais idnicos nao especificos e sofre reagdes
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de oxidagdo reducao com alguns enzimas ou compostos redutores, por exemplo a glutationa,
catecois, NADPH, NADH, cisteinas, 4cido L-ascorbico e glutationa redutase podendo
interconverter-se entre vanadio pentavalente e vanadio tetravalente (Fig. 1.1) (Zaporowska e

Scibor, 1998a; Baran, 2000).
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Figura 1.1 — Transporte de vanadio para a célula, sua metabolizagdo e efeitos em processos
intracelulares (Adaptado de Zaporowska e Scibor, 1998a).

Pensa-se que a reducdo de vanddio(V) a vanadio(IV) seja o processo natural de
destoxificacdo do organismo uma vez que o ido vanadilo ¢ menos toxico para a célula. No
entanto, outros processos contribuem para a diminuicao da toxicidade intracelular, como ¢ o
caso da complexagdo do vanadilo com catecolaminas, glutationa (GSH) e pequenos péptidos
enquanto no soro ou plasma complexa com a albumina do soro ou com outras proteinas, tais
como: transferrina, ferritina ou hemoglobina. Neste caso, diminui-se a posterior reoxidagdo a
vanadato e prevenindo a acumulagdo de vanadato nos sistemas bioldgicos, diminuindo deste
modo os efeitos celulares resultantes da sua ag@o inibitoria. Adicionalmente, a ligacdo a
moléculas lipidicas nas células também contribui para uma menor disponibilidade do
elemento para exercer os seus efeitos toxicos, quer pela inibi¢do de enzimas, quer pela
inducdo de stresse oxidativo. Assim, nas células, o vanadio pode provocar vdrias respostas
celulares ou bioquimicas uma vez que pode afetar a fosforilagdo e desfosforilagdo de
proteinas e modular a atividade de enzimas ou participar na formacao de radicais livres. O
vanadio inibe a maioria das ATPases e fosfatases, afetando muitas atividades celulares como
o transporte ¢ metabolizacdo da glucose, a sintese de glicogénio, entre outras (Etcheverry e

Cortizo, 1998a; Zaporowska e Scibor, 1998a).
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1.4 Quimica de vanadio em solu¢ao

O vanadio ¢ um metal de transicdo do grupo 5 da tabela periddica, solido a temperatura
ambiente apresentando uma coloragdo prateada e ocorre nas suas formas isotopicas naturais
Y ¢ °'V. O vanadio ndo ocorre na natureza como metal livre, mas associado a diferentes
metais, sendo conhecidos cerca de 70 minerais aos quais o metal se encontra associado,
nomeadamente sobre a forma de 6xidos de vanadio ou vanadatos, a uranio, cobre, chumbo,
zinco, fosfatos, titdnio ferroso e outros (Silva e Williams, 2001; Crans et al., 2004).

O vanadio tem uma massa molecular de 50,94 e sua configuracdo eletronica [Ar]
3d’4s” atribui-lhe uma quimica bastante vasta e extremamente complexa em solugdo aquosa.
Este elemento metalico pode existir sobre diversos estados de oxidagdo desde -1 a +5. Em
solugdo aquosa, os estados mais comuns e estaveis sdo de +2 a +5, e apresentam uma
diversidade de coloragdes diferentes de acordo com o estado de oxidagdo. De entre os estados
de oxidagdo do elemento, +5 (vanadato — V(V)), + 4 (vanadilo — V(IV)) e +3 (vanadico —
V(III)) sdo os que se podem encontrar naturalmente no meio ambiente € os que tém
importincia biologica (Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994;
Crans et al., 1998; Barceloux, 1999; Aureliano e Crans, 2009). Contudo, como o ido vanadico
V(III) apenas foi identificado nos vanaddcitos existentes na hemolinfa dos tunicados, o
vanadio nos mamiferos ¢ encontrado em condi¢des fisioldogicas maioritariamente nos estados
de oxidacdo +4 (vanadilo) ou +5 (vanadato) (Chasteen, 1983; Kustin e McLeod, 1983;
Wilkins e Wilkins, 1997).

A quimica extremamente complexa e variada que este metal exibe deve-se, além da
sua capacidade redox, ao facto de assumir diferentes niimeros e geometrias de coordenagao,
as quais dependendo do estado de oxida¢do do vanadio e do tipo de ligando coordenador,
podem ser alteradas mediante simples variacdes de pH, concentragdo ou da quantidade de
agentes oxidantes, redutores, e quelantes presentes no meio, verificando-se varias geometrias

em complexos diferentes (Fig. 1.2) (Greenwood e Earnshaw, 1997; Crans ef al., 1998).
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Figura 1.2 — Geometrias de complexos de vanadio com diferentes nimeros de coordenagao,
em que L ¢ o ligando e, V o vanadio. (a) tetraédrica, (b) piramide quadrangular, (c)
bipiramidal trigonal, (d) octaédrica e (e) bipiramidal pentagonal (adaptado de Crans et al.,
1998).
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1.4.1 Vanadio(V): Vanadato

A espécie de vanadio pentavalente V(V), ¢ a forma que apresenta o estado de oxidagdo mais
estavel na gama de valores de pH habitualmente encontrados nos sistemas aquosos. As
solugdes aquosas da espécie de vanadato sdo incolores e contém uma mistura de diferentes
oligdbmeros em diferentes estados de protonacao que dependem do pH, da concentragdo total
de vanadio e da forca idnica (Crans et al., 1998). Nas espécies de vanadio pentavalente
podem-se encontrar espécies que contém: a unidade VOs; e que se designam por
metavanadatos, a unidade VO, e designam-se por ortovanadatos e a unidade V,0;"
designam-se por pirovanadatos (Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux,
1999).

Em condigdes proximas da neutralidade e na gama de concentragdes da maior parte
dos estudos biologicos (de pM a mM), as formas que predominam das espécies de vanadato
sdo os monémeros (V| - VO,”), que podem oligomerizar e formar dimeros (Vs - V,0;%) que
podem coexistir em varias formas protonadas (HV2073 ’, H2V2072' e H3V,07) dependentes do
pH do meio e que apresentam uma analogia estrutural com o pirofosfato (PPi). Apos a
formagdo do V,, podem surgir os tetrimeros ciclicos (V4 — V401,%) e os pentameros ciclicos
(Vs —Vs5057). Se ocorrer acidificagdo da solugdo de vanadato podem formar-se os decimeros
(V1o — V100286'), conhecidos por apresentarem varias atividades biologicas (Aureliano e

Gandara, 2005; Aureliano e Crans, 2009) (Fig. 1.3).
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Figura 1.3 — Espécies de vanadato (V(V)) predominantes em solu¢dao aquosa em fungdo do
pH. (Adaptado de Chasteen, 1983).

Grande parte da atividade biologica dos compostos contendo vanadio, em seres

, . . , 3-
humanos, esta associada aos vanadatos, em especial ao mondémero (VO4™'), uma vez que o
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ortovanadato apresenta-se como uma molécula isoestrutural e isoeletronica do ortofosfato
(PO4”) (Chasteen, 1983). Do mesmo modo as espécies que resultam da protonagdo do VO,
como sdo as espécies, HVO,*, H,VO, e H3VOy, sdo previsivelmente analogos dos derivados
de fosfato correspondentes. Todas estas espécies de vanadato podem ser capazes de interatuar
com as enzimas de modo analogo ao fosfato nas reagdes quimicas, podendo coordenar
tetraedricamente ou apresentar geometria bipiramidal trigonal, tal como o estado de transicao
do fosfato (Chasteen, 1983; Crans, 1994; Barceloux, 1999). A pH fisioldgico V(IV) ¢ oxidado
a V(V), pois o V(IV) apenas ¢ estavel em meios acidicos e parece que os compostos
pentavalentes sdo geralmente mais toxicos (Barceloux, 1999).

Nas células, o vanadio(V) ¢ reduzido por compostos como o &cido ascorbico,
glutationa e cisteina a vanadio(IV). O vanadio(V), vanadato, ¢ andlogo estrutural e eletronico
de fosfato, com reagdes de protonagao bastante semelhantes (Crans et al., 2004). Semelhancas
entre os pK, das formas tetraédricas trianidnicas documentam também esta analogia, sendo
que o acido vanadico (H;VO4) com um pK,; = 3,5, pKax = 7,8 € pKyz = 12,5 e acido fosforico
(H3PO4) com um pK, = 1,7, pKax = 6,5 € pKys = 12,1, indicia que sendo o acido vanadico
mais fraco que o acido fosférico, pode ser uma evidéncia para que os vanadatos se liguem
preferencialmente a enzimas (Chasteen, 1993).

Uma das diferencas entre fosfatos e vanadatos deve-se ao facto de, a pH neutro, os
monomeros de vanadato existirem como mono anides H,VOy, enquanto os fosfatos existem
sobre a forma de dianido HPO,”. A este pH, tanto os anides H,VO4 como HVO,* podem
oligomerizar ¢ além das espécies monoméricas (V;), podem formar as diméricas (V;), as
tetraméricas (V4) e as pentaméricas (Vs) (Crans et al., 2004) com estruturas moleculares na
figura 1.4, sendo estes os oligdmeros mais frequentes em solucdo aquosa (Crans, 1994). Pode
formar-se também a espécie decamérica (Vjo), uma espécie com bastante relevancia a nivel
bioquimico e que surge quando a concentragdo total de vanadio ¢ superior a 100 uM e
solucdes moderadamente acidicas (pH 2-6) (Stankiewicz et al., 1995) (Fig.1.4). As espécies
decaméricas de vanadio, denominadas em geral por decavanadato (Vi) e as suas formas
protonadas, (HV o) HV002 € (H2V10) H2V100284' surgem a valores de pH compreendidos
entre 2,5 ¢ 7,0 e as solugdes contendo estas espécies apresentam uma cor amarelo-alaranjada
(Crans et al., 1998).

Outra diferenga bastante importante reside no facto de que as espécies de vanadio, a
pH fisiologico poderem sofrer reagdes redox enquanto os fosfatos ndo, uma vez que sdo

cinéticamente inertes (Crans et al., 2004). A forma decamérica (Vo) é termodinamicamente
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instavel a valores de pH neutros e basicos, pelo que os estudos com esta espécie devem ter
em conta determinadas condigdes (Crans, 1994). As espécies de vanadio predominantes em
solugdo aquosa dependem do pH e da concentragdo total de vanadio (Fig. 1.3). As solugdes
aquosas de vanadato que consistem numa mistura em equilibrio de diferentes oligobmeros de
vanadato (Fig. 1.4), devido ao vanadato reagir espontaneamente para formar uma variedade
de oligomeros. Além disso, o vanadato pode coordenar-se com fosfato ou formar complexos
com vdarias moléculas originando compostos com interesse bioldgico ou quimico, estas
espécies oligoméricas de vanadio, embora muitas vezes ndo sejam consideradas, também

afetam a atividade de enzimas (Aureliano, 2000; Crans et al., 2004; Aureliano e Crans, 2009).
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Figura 1.4 - Espécies de vanadato em solucdo aquosa: oxovanadatos. (Aureliano e Crans,
2009).

Dada a facilidade de interconversdo das espécies de vanadio em condig¢des
fisiologicas, os estudos que envolvam compostos de vanadio devem ter em conta a quimica
destes compostos e as limitagdes experimentais determinadas pela facilidade da sua

interconversao (Crans, et al., 1998).

1.4.2 Vanadio(IV): Vanadilo

Relativamente a outra forma de vanadio importante em termos celulares ou bioldgicos, o
vanadio tetravalente, temos o ido vanadilo (VO*") que em solugdo aquosa exibe uma cor
azulada. O ido vanadilo ¢ estavel a valores de pH na zona acida mas pode ser rapidamente

oxidado a vanadato (Chasteen, 1983). O vanddio entra nas células geralmente na forma de
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vanadato (VOs’) pelos sistemas de transporte anionico, uma vez presente nos fluidos
intracelulares onde podem existir diversos agentes redutores, nomeadamente, acido L-
ascorbico, glutationa (GSH), catecol, cisteina, NADH ou NADPH o vanadato pode ser
biorreduzido a vanadilo (VO*) o que indica ser o estado de oxidagdo +4 do vanadio o que
prevalece nos organismos vivos. O ido VO*' aparentemente ¢ pouco reativo devido a
facilidade com que pode formar complexos com ligandos como o ATP, o pirofosfato, as
catecolaminas e os aminodcidos livres e também a elevada afinidade para formar complexos
com proteinas celulares tais como hemoglobina ou transferrina. Além disso, o ido vanadilo
pode competir com outros ides metalicos pela ligagdo a metaloproteinas enquanto o ido VO3
geralmente ndo complexa com compostos organicos (Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Harland
e Harden-Williams, 1994; Zaporowska e Scibior, 1998a; Barceloux, 1999). A possibilidade
complexar a pequenos ligandos e a alta afinidade do vanadilo para ligar a proteinas protegem
a sua oxidacdo a vanadatos e tornam pouco provéavel que o catido VO** possa existir livre nos
sistemas bioldgicos, com excecdo de sistemas em que o ambiente ¢ acidico como acontece em
vacutolos acidicos como os lisossomas. A redug¢do do vanadato a vanadilo ¢ provavelmente
um mecanismo de destoxificagdo que os organismos vivos apresentam pois o vanadilo ¢ uma

forma menos toxica para as células do que o vanadato (Baran, 1998).

1.5 Efeito de vanadio na atividade da Ca**-ATPase

Um dos efeitos mais conhecidos dos compostos de vanadio ¢ ao nivel da acumulacdo e
transporte do célcio celular uma vez que o vanadio promove o aumento da concentragdo de
ides calcio no citosol. O transporte de Ca®" pelo reticulo endoplasmatico ou sarcoplasmatico
ndo ocorre uma vez que o vanadio é um inibidor potente das Ca*-ATPases presentes nas
membranas plasmaticas, endoplasmaticas ou do reticulo sarcoplasmatico. O efeito inibitdrio
do vanadio sobre a Ca*"-ATPase de reticulo sarco ou endoplasmatico (SERCA1) ja foi
descrito anteriormente e tem sido evidenciado em varias publicacdes (Aureliano e Madeira,
1994b; Aureliano, 2000; Aureliano et al., 2005; Aureliano et al., 2008; Aureliano ¢ Crans,
2009). A maioria dos estudos atribuem esta inibicdo a espécie monomérica de vanadato, o
ortovanadato (VO4), que é quimicamente semelhante ao ortofosfato (PO4>") que se sabe que
interatua com enzimas envolvidas em reagdes de transferéncia de grupos fosfato, tais como, as
fosfotransferases e fosfohidrolases (Nechay, 1994). No entanto, outras espécies de vanadio
afetam esta atividade enzimatica (Varga et al., 1985; Aureliano e Madeira, 1994a e 1994b;

Aureliano e Madeira, 1998).
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Este tipo de enzimas, podem aceitar o ortovanadato como analogo do fosfato e formar-
se um complexo enzima-vanadato em que o vanadato adota uma estrutura bipiramidal trigonal
idéntica ao ortofosfato semelhante a estrutura formada pelo ortofosfato no intermedidrio
ADP-P, que ocorre nas reagdes de fosforilagdo. Assim, pode ocorrer a formagao de complexos
ADP'V ou ATP-V que competem com o ATP pelo local catalitico da enzima, desta forma o
ortovanadato inibe as ATPases do tipo P, entre as quais temos a Ca®-ATPase de RS (Medda e
Hasselbach, 1983; Aureliano, 1995). Encontra-se referido que a espécie monomérica de
vanadato ocupa o local do fosfato, mas nao impede a ligacdo do ATP ao local ativo da enzima
(Pick, 1982). Outros estudos sugerem que a Ca’’-ATPase ¢ fortemente inibida por espécies
oligoméricas de vanadato mas com sensibilidades diferentes (Varga et al., 1985; Aureliano e
Madeira, 1998).

Também foi demonstrado que as espécies diméricas (V,), tetraméricas (Vi) e
decaméricas (Vo) apresentam uma afinidade superior para a Ca’’-ATPase de RS
relativamente a espécie monomérica (V) de vanadio (Csermely et al., 1985a). Estes
polioxometalatos de vanadio, sdo também responsdveis pela inibi¢do dos processos
catalisados pela Ca?"-ATPase (Aureliano e Madeira, 1994a). Por outro lado, a elevada
afinidade que as espécies Vi, V4 € Vo exibem para a Ca’"-ATPase apresenta-se como uma
ferramenta util em estudos que envolvem a cristalizacdo da proteina pois estas espécies
podem ser responsaveis pelo aumento da velocidade de cristalizagio da Ca*’-ATPase
induzida por solugdes de decavanadato (Varga ef al., 1985).

Verificando-se que a inibigdo pelo vanadato depende do estado conformacional da
Ca**-ATPase e das espécies de vanadato presentes no meio reacional e pensa-se que a
interagdo dos vanadatos ¢ favorecida quando a Ca’"-ATPase se encontra na conformacéo E2,
ocorrendo um bloqueio que impede a formacdo do intermedidrio fosfo-enzimatico. Assim, ha
uma estabilizacdo de conformagao E2 (Fig.1.5) e uma reducdo da afinidade da enzima pelos
10es calcio, uma vez que o mecanismo fica bloqueado. (Aureliano e Madeira, 1998;
Aureliano, 2007). No entanto, existem evidéncias de uma interagdo com a conformagao na
forma E1 para o caso particular da espécie decamérica. (Aureliano e Madeira, 1994a;
Aureliano e Madeira, 1998).

Relativamente a espécie decamérica, considera-se que o local de interacdo desta
espécie com a Ca”-ATPase de RS corresponde ao local de ligagio do ATP, no sitio de

ligag@o nucledtido, em especial na conformagao E2, formando-se um aduto E2-V. Também se
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considera que Vo se possa fixar num local formado por trés dominios: dominio nucleétido,

dominio atuador e local de fosforilagao (Hua et al., 2000).
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Figura 1.5 - Efeito do vanadato monomérico (V) no mecanismo de translocacdo do calcio
pela Ca*"-ATPase, bloqueando a enzima na conformagio E2.

Além disso, também ¢ considerada a possibilidade do Vo poder ligar-se ao sitio de
fosforilacdo, bloqueando desta forma o local ativo e impedindo a formagao do intermediario
fosforilado. No entanto, foi descrito que Vo ndo se comporta como um andlogo do fosfato
(Varga et al., 1985; Csermely et al., 1985a; Aureliano ¢ Madeira, 1998). Ao contrario do
vanadato monomérico, o decavanadato também pode interagir com outras conformagdes da
Ca*-ATPase de RS como as conformacdes El1, E1-P, e E2-P, tal como descrito por
espetroscopia de *I'V-RMN (Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano ¢ Madeira, 1998).

A diferenga na resposta do decavanadato em comparag¢dao com o vanadato monomérico
foi ilustrada pela capacidade de Vo para inibir a acumulacao de calcio acoplada com a
hidrolise de ATP em vesiculas RS (Aureliano e Madeira, 1994b; Aureliano e Madeira, 1998).
Assim, sugeriu-se que o vanadato monomérico inibe a atividade da Ca’’-ATPase (Pick,
1982), mas ndo a acumulagdo de calcio (Aureliano e Madeira, 1994b). Os vanadatos
interagem particularmente com a conformagao E2 da enzima (Csermely et al., 1985a) mas o
Vo pode interagir com a conformagdo E1 (Aureliano e Madeira, 1994a). Resumidamente, s
o decavanadato induz a cristalizagio de Ca’’-ATPase (Dux e Martinosi, 1983; Maurer e
Fleisher, 1984) e previne a acumulagdo de calcio pela Ca®*-ATPase (Aureliano ¢ Madeira,
1994b; Aureliano e Madeira, 1998).

A espécie tetramérica (Vi), considera-se que pode ligar-se perto do local de

fosforilacdo, possivelmente a residuos de aminoacidos carregados positivamente como 0s
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residuos de lisina (Lys) ou residuos de arginina (Arg), em especial quando a proteina estd na
conformacdo E2 (Varga ef al., 1985; Aureliano e Madeira, 1994b). Muitos dos efeitos que
tendem a ser atribuidos a espécie monomérica podem ter como responsavel esta espécie Va4,
presente nas solu¢des de vanadio de concentragio mM (Aureliano, 1995). A presencga de
ligandos naturais da enzima como o ATP também influencia estas interagdes, induzindo

conformacgdes especificas para determinados oligovanadatos (Aureliano, 2000; Aureliano et

al., 2008).

1.6 Efeitos fisioldgicos e toxicologicos de vanadio

A utilizagdo de vanadio ¢ conhecida pouco depois da sua descoberta mesmo quando pouco se
sabia sobre a sua toxicidade ou efeitos farmacoldgicos, Jackson, em 1912 que descreveu que o
maior efeito do vanadio era induzir vasoconstri¢do intensa no bago, rim ¢ intestino, com
aumento na pressao sanguinea. Em 1917, Proescher et al., conduziram estudos de toxicidade
de varios sais de vanadio, em animais de experimentacdo grandes e pequenos e afirmou que
injegdes intramusculares e intravenosas de hexavanadato de s6dio eram efetivas na cura para a
sifilis (Nriagu, 1998b). Deste modo o vanadio entrou para a farmacopeia europeia pouco
depois da sua descoberta, desde 1920, ja os médicos franceses recorriam ao uso de
metavanadato de sodio, em doses at¢ 5 mg em 24 horas, para tratamento de anemia,
tuberculose, reumatismo cronico e diabetes, ou ao uso de hexavanadato de sédio, por
administracdo intramuscular ou intravenosa, para tratamento da sifilis (Nriagu, 1998b). Para
concentragdes mais elevadas este elemento torna-se toxico. (Nechay et al, 1986).

A toxicidade do vanéadio depende claramente do seu estado de oxidacdo, quando este
aumenta, aumenta também a sua toxicidade (Barceloux, 1999). Entre outras reagdes, os
efeitos toxicologicos do vanddio refletem-se na irritagdo dos olhos e mucosas do trato
respiratorio superior, hemorragias nasais, disturbios gastrointestinais, caibras, anemia,
bronquite, pneumonia e depressao (Barceloux, 1999; Goc, 2006).

Contudo, enquanto o vanadio ¢ considerado um nutriente essencial para certas plantas,
animais e micro-organismos (Saccharomyces cerevisiae), nos humanos o seu papel esta pouco
esclarecido uma vez que nao existem evidéncias de patologias humanas associadas a
deficiéncias nutricionais de vanadio, em que se estima uma dieta diaria de 10 pg ser suficiente
(Nechay, 1984; Nielsen, 1991; French e Jones, 1993; Boscolo ef al., 1994; Harland e Harden-

Williams, 1994; Barceloux, 1999), apesar de ndo se conhecerem proteinas ou enzimas que
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contenham vanadio em animais ou humanos (Sakurai e Tsuji, 1998). No entanto, existem
alguns estudos que relacionam o aparecimento de deficiéncias em galinhas, ratos e caprinos,
frangos e ratos, tais como crescimento retardado, malformacdes Osseas e diminui¢do da
fertilidade associados a uma alimentagao deficiente em vanadio (Erdman et al., 1984; Nechay,
1984; Nielsen, 1991).

Sdo conhecidos varios efeitos fisiologicos que o vanadio exerce nos organismos vivos,
entre os quais se contam um papel no metabolismo do calcio, como coadjuvante da
mineralizagcdo dos ossos e dos dentes; na biossintese de lipidos, inibindo a sua deposi¢ao nos
vasos sanguineos e sistema nervoso central; no metabolismo da glucose, estimulando o
consumo de glucose bem como na sintese de glicogénio (Chasteen, 1983; Etcheverry e
Cortizo, 1998b). O vanadio pode exercer efeitos benéficos quando utilizado em concentragdes
vestigiais, na ordem de 1 a 10 nM.

A via de administracdo condiciona a toxicidade do vanadio. Deste modo, quando
administrado por via oral o vanadio tem toxicidade baixa, administrado por via inalatoria a
sua toxicidade ¢ moderada e administrado por via intramuscular ou via endovenosa a sua
toxicidade ¢ elevada (Baran, 1998; Stipriga e Somchai, 1998). A sensibilidade ao vanadio
varia de espécie para espécie, sendo mais elevada nos humanos ¢ animais de grande porte e
menor em ratos ¢ o vanadio apresenta maior toxicidade quando na forma pentavalente (V(V))
(Nechay, 1984; Barceloux, 1999).

Sdo conhecidos alguns sinais de toxicidade em humanos de que se destacam a
descolora¢do da lingua, denominado como sindroma da lingua verde, irritagdes da pele e
mucosas, hemorragias nasais e tosse além de reducao da pressdo intraocular (Nechay, 1984;
Nechay et al., 1986), ou lesdes neuroldgicas focais (Barceloux, 1999). Diversos trabalhos tém
evidenciado efeitos toxicos quer ao nivel de o6rgdos e sistemas quer ao nivel celular em
processos bioquimicos ou metabdlicos em que intervém diversas enzimas. Deste modo, tem
sido associado a exposi¢do a vanadio alguns efeitos cardiovasculares, como efeitos
inotropicos positivos e negativos e hipertensdo, toxicidade renal e hepatica, vasoconstri¢ao
em varios orgdos, nomeadamente no baco, no rim e no figado (Simons, 1979; Akera et al.,
1983; Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Boscolo et al., 1994; Harland e Harden-Williams, 1994;
Stohs e Bagchi, 1995; Carmignani et al., 1998), sendo também referido que o vanadio tem
acdo cancerigena e revela atividade mutagénica promovendo danos no ADN e estimulando a
proliferacdo e/ ou apoptose celular em ensaios in vitro (Léonard e Gerber, 1994, Stohs e

Bagchi, 1995). Outros efeitos referenciados em estudos que utilizaram modelos animais
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incluem-se: disturbios gastrointestinais, diarreia, caibras, desidrata¢do, diminui¢do do peso
corporal, anemia, bronquite, pneumonia e depressdo (Barceloux, 1999; Goc, 2006). No
entanto, alguns destes efeitos podem ser revertidos por adicdo de NaCl, ajuste do pH da
solugdo a neutralidade e administragdo de acido ascérbico ou outros compostos que reduzam
o vanadio a um estado de oxidagdao mais baixo (Barceloux, 1999; Srivastava e Mehdi, 2005;
Goc, 20006).

O tempo de administragdo também tem influéncia, tendo-se verificado que a
administracdo em ratos, de sulfato de vanadilo em agua, com uma concentragdo de 0,75 mg/L,
em ensaios curta e longa duracdo, revelaram uma variedade de efeitos toxicos ao nivel
hematolégico e bioquimico, contudo, verificou-se que em administragdes com as mesmas
concentragdes e ensaios com maior tempo de duracdo ndo demonstraram qualquer efeito dos
mencionados tendo-se observado a diminui¢do da pressdo sanguinea e elevacao dos niveis de
insulina (Goc, 2006). Neste ambito também se revelou que compostos organicos de vanadio
sd0 muito mais seguros como agentes antidiabéticos do que sais inorganicos de vanadio
(Srivastava e Mehdi, 2005).

A nivel celular o vanadato pode intervir em processos fisioldgicos e afetar: processos
de fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas provavelmente devido a semelhanga com o
fosfato (Simons, 1979; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux, 1999); a atividade de
diversos enzimas nomeadamente sistemas transportadores de ides devido & sua potente
atividade inibitéria, sendo referenciada a sua agdo na bomba de sodio (Simons, 1979;
Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Nielsen, 1991; Boscolo et al., 1994; Harland e Harden-
Williams, 1994; Barceloux, 1999), bem como na agdo da Ca’"-ATPase alterando a
translocagdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (Aureliano e Madeira, 1994b; Aureliano
e Madeira, 1998). Outros efeitos sdo referidos como a alteragdo do metabolismo da tiroide, a
acdo nos sistemas de defesa antioxidante com diminui¢do de antioxidantes celulares e a
indugdo de stresse oxidativo com peroxidagao lipidica por geracao de radicais livres (Simons,
1979; Chasteen, 1983; Nielsen, 1991; Serra et al., 1992; Harland e Harden-Williams, 1994;
Barceloux, 1999). Também existem claras evidéncias da ag¢do do vanadio sobre outros
processos metabolicos como a inibigdo da biossintese de colesterol em animais, incluindo no
Homem bem como a a¢do no metabolismo da glucose em que mimetiza a agao da insulina ou
interferéncia no crescimento mimetizando fatores de crescimento (Chasteen, 1983; Nielsen,

1991; Hamel et al., 1993; Harland ¢ Harden-Williams, 1994).
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No sistema e células sanguineas tem sido referidos diversos sinais de toxicidade, assim
e apesar de o tempo de semivida no sangue ser inferior a 1 hora (Nechay, 1984), o vanadio,
induz peroxidacao lipidica nos eritrocitos e diminui¢do do numero de eritrocitos, do nivel de
hemoglobina ¢ do valor de hematdcrito enquanto se pode por outro lado se observa um
aumento de metahemoglobina no sangue (Zaporowska et al., 1993; Zaporowska e Scibior,
1998a; Soares et al., 2003). Estudos em que foram incubados eritrocitos in vitro com
compostos de vanddio observou-se uma diminuicdo do nivel de 2,3-bifosfoglicerato (2,3-
BPG) que ¢ um importante regulador da afinidade da hemoglobina para o oxigénio. Deste
modo, a eficiéncia do transporte de oxigénio pela hemoglobina depende da concentragdo de
2,3-BPG nos eritrocitos e por isso o vanadio tem influéncia no transporte de oxigénio pela
hemoglobina, pois o vanadio afeta o metabolismo da glucose nos eritrocitos (Zaporowska e
Scibior, 1998a). Outros estudos, in vivo, com eritrdcitos expostos ao vanadio revelaram que
estes tornam-se mais suscetiveis a hemolise, a qual se deve a uma alteracdo da permeabilidade
na sua membrana, que provoca alteragdes na pressao osmotica intracelular (Hogan, 1990).
Também foram observadas alteracdes em células do sistema leucocitario devido a exposicao a
compostos de vanadio tendo-se descrito uma diminuicdo da atividade fagocitaria dos
macrofagos bem como efeitos ao nivel da atividade anticoagulante em que o vanadio
promove a inibicdo da atividade dos fatores de coagulagdo com consequente inibicdo da
agregacao dos trombdcitos (Zaporowska e Scibior, 1998b).

Também se encontram referidos efeitos tdxicos a nivel celular induzidos por sais de
vanadio como a hepatotoxicidade, a nefrotoxicidade, a teratogenecidade assim como
toxicidade reprodutiva/desenvolvimento (Domingo et al., 1995; Domingo, 2002). A
observacao de que sais de vanadio estimulam a mitogénese e a proliferacao celular em células
de rato em cultura, podem induzir que estes compostos podem ter o potencial para exercer
atividade tumorogénica/carcinogénica (Djordjevic, 1995)

Muitas das questdes sobre a toxicidade do vanadio ndo tém sido objeto de consenso
nomeadamente entre os autores (Domingo, 1999; McNeill, 2000). Contudo, ¢ focada a
importancia de investigagdes mais detalhadas para avaliar a toxicidade dos varios compostos
de vanadio com possiveis aplicacdes terapéuticas antes de se proceder ensaios clinicos de

longa duragdo em humanos.
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1.6.1 Efeitos toxicos do vanadio mediados por decavanadato

Um dos aspetos a ter em conta, sobre os efeitos biologicos do decavanadato, reside no facto
de que 98 % do vanadio intracelular estd presente como vanadilo, o que se traduz em
concentragdes de vanadato demasiado baixas para permitir a formacao de diferentes espécies
oligoméricas. Por isso, muitos estudos toxicologicos in vivo e in vitro ndo t€ém em conta 0s
efeitos promovidos pelos diferentes oligovanadatos nos sistemas bioldgicos. Contudo, em
1973, foram realizados estudos sobre a interagao do vanadato decamérico com ribonucleases.
Posteriormente, outros estudos de interacdo de proteinas com a espécie decamérica indicaram
que esta ¢ potencialmente responsavel pelos efeitos exercidos nas atividades enzimaticas
(DeMaster e Mitchell, 1973; Chasteen, 1983). Isto significa que o vanadato decamérico pode
apresentar diferentes alvos, vias de agdo ou efeitos distintos das outras espécies de vanadato.
De facto, a presenga de decavanadato no meio celular pode ser viabilizada uma vez que a
biorreducao do vanadato depende da razdo entre agentes redutores e oxidantes presentes na
célula (Zaporowska e Scibior, 1998a).

Existem, por outro lado, evidéncias de que a espécie decamérica de vanadato ¢
estabilizada ap6s interagdo com proteinas do citoesqueleto e membranares (Ramos et al.,
2006). Isto faz com que, a presenca de oligdbmeros de vanadato, nomeadamente a espécie
decamérica, possam impedir a redu¢do do vanadato. Adicionalmente a oligomeriza¢do do
vanadato pode acontecer apoOs acidificagcdo intracelular, por véarias razdes, ¢ formar-se a
espécie decamérica. Deste modo, o decavanadato pode interatuar intracelularmente com
proteinas e induzir respostas celulares distintas das promovidas por outros oligovanadatos
(Fig. 1.6).

Foi recentemente sugerido que sugerido que a espécie decamérica de vanadato possa
contribuir para os efeitos toxicologicos promovidos pelo vanadato nos sistemas biologicos
(Aureliano e Gandara, 2005; Soares et al. 2007a), pois afeta a polimerizagdo da actina, a
contragdo muscular, a homeostasia do calcio (Ca**-ATPase) e a atividade mitocondrial (Fig.

1.6).
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Figura 1.6 - Esquema proposto para os alvos celulares do vanadato decamérico (Vi):
sugere-se que o V, seja transportado para o meio intracelular através de canais anionicos
(CA) e/ou interatue com proteinas membranares, assim como se forme apds acidificacdo
intracelular; indica-se também a redu¢do do vanadato monomérico (V;) por acao de agentes
antioxidantes e a reducdo de V, por enzimas, assim como, a ligacdo do V, a proteinas-alvo
que previnam a sua reducdo; indica-se a possibilidade do vanadio originar ROS e
consequente agao em diversos processos biologicos, propde-se a acumulagdo de Vi, em

organelos subcelular, como a mitocondria, afetando a sua funcdo e o efeito do Vo no
sistema contratil e na atividade da Ca*"-ATPase com consequéncia na homeostasia do
calcio (Adaptado de Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano, 2011).

1.6.2 Toxicidade de vanadio e stresse oxidativo

O vanadio ¢ um metal conhecido pela sua capacidade pro-oxidante (Zaporowska e Scibior,
1998a). Em condicdes fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um
papel importante como mediadores e reguladores do metabolismo. As espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem estimular o transporte de glucose para as células, e podem ser
mensageiros secunddrios no crescimento e morte de células (Goc, 2006). Um aumento de
ROS e a consequente exaustdo da reserva antioxidante das células ¢ uma situagdo conhecida

por stresse oxidativo. Varias doencas cronicas, tais como doengas inflamatorias, cancro,
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doencas cardiovasculares ou doengas metabolicas, estdo associadas a um aumento do stresse
oxidativo, um processo caracterizado por um excesso, moléculas altamente reativas, ou ROS,
tais como o radical do anido superéxido, o perdéxido de hidrogénio e o radical hidréxido
(Packer, 1993; Lacka e Grzeszczak, 1997).

Semelhante a outros metais toxicos conhecidos por poderem atuar como catalizadores na
deterioragdo oxidativa de macromoléculas bioldgicas, o vanddio pode também produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) que participam na peroxidagdo de lipidos e agir sobre os
componentes do sistema de defesa antioxidante, principalmente na atividade de enzimas
antioxidantes (Stohs e Bagchi, 1995). Assim, a capacidade do vanadio para gerar radicais
livres, por exemplo, radicais hidroxilo através de reagdes de Fenton (Fig. 1.7) ou de Haber-
Weiss (Liochev e Fridovich, 1991; Leonard et al., 2004; Goc, 2006; Cuesta et al., 2011), pode
deste modo diminuir a concentracdo de compostos celulares biologicamente importantes o
que enfraquece de sistema antioxidante, e torna as células mais vulneraveis a danos oxidativos

(Deng et al., 2012).
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Figura 1.7 - Vias de formacdo de ROS nas cé¢lulas mediadas por vanadio. O vanadio entra nas
células e como resultado de reacdes com antioxidantes intracelulares encontra-se
predominantemente no estado de oxidagdo (+4) (Aureliano e Gandara, 2005; Kordowiak e
Holko, 2009). Os compostos de vanadio no estado de oxidacdo (+4) sdo oxidados pelo
oxigénio ao estado de oxidagdo (+5) originando o radical do anido superéxido, estes por sua
vez podem complexar num radical peroxovanadio (+4) que ¢ reduzido pelo NADPH e origina
o peroxido de hidrogénio. Na reacdo de Fenton o vanadio no estado de oxidagdo (+4) ¢
oxidado pelo peroxido de hidrogénio e origina a formagao do radical hidroxilo (Cuesta ef al.,
2011) (Korbecki et al., 2012).

A produgao de ROS pelos 10es de vanadio pode implicar na peroxidacdo lipidica das
membranas bioldgicas e lipoproteinas, resultando numa agregacdo proteica, ativacdo de

processos de mutagénese, degradacdo de ADN ou inducdo da apoptose (Lapenna et al., 2002;
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Goc, 2006). Alguns estudos comprovaram a acdo do vanadio na produgdo de ROS. Assim,
verificou-se em estudos in vitro com linhas celulares de osteoblastos que o vanadato,
vanadio(V), induz alteragdes morfologicas (Edel e Sabbioni, 1993) e que induz stresse
oxidativo (Cortizo et al., 2000), promovendo alteragdes nas estruturas lipidicas, no ADN e no
metabolismo do calcio (Nechay, 1984; Viarengo, 1989; Stohs e Bagchi, 1995). Outros estudos
tém referido a capacidade evidenciada por compostos de vanadio em produzir ROS,
promovendo stresse oxidativo e induzindo peroxidagdo lipidica e alteracdes na atividade de
diversas enzimas antioxidantes, nomeadamente a dismutase do superoxido (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase, entre outras alteragdes em agentes antioxidantes (Ghe et al.,
1985; Kalyani et al., 1992; Ferrer et al., 1993; Stohs e Bagchi, 1995; Shi et al., 1997,
Byczkowski e Kulkarni, 1998; Capella et al., 2002; Zhang et al., 2003; Soares et al., 2007b e
Soares et al., 2008a; Aureliano, 2009).

A par de estudos que envolvem a formacdo de espécies reativas de oxigénio, por
compostos de vanadio, como responsaveis pela inibicdo do ciclo celular, pela indug¢ao de
apoptose, na ativagdo de genes envolvidos na reparacdo celular ou na reparacio de ADN,
além de proteinas e genes relacionados com as vias de sinaliza¢do carcinogénica (Chen et al.,
1999; Assimakopoulos et al., 2000; Huang et al., 2001; Zang et al., 2001; Gao et al., 2002;
Zang et al., 2004), tem sido referida a capacidade de complexos de vanadio em inibir a
peroxidagdo de lipidos evitando assim a geracdo de ROS. Deste modo, a restauragdo do
desequilibrio na capacidade antioxidante, diminuindo deste modo o stresse oxidativo e a
toxicidade do vanadio (Skula et al., 2006; Francik et al., 2011) que ¢ fundamental para uma
das potenciais utilizagdes dos compostos de vanadio no tratamento da diabetes.

No entanto, em Humanos, apesar de ser consensual que os efeitos toxicos de vanadio
dependem de varias condigdes experimentais, como concentracdo € modo de exposicao, ainda
ndo estdo esclarecidos os seus mecanismos de toxicidade. Apesar disso, alguns estudos
demonstraram que, em pacientes tratados com sais de vanadio, o desconforto gastrointestinal
era o efeito toxico mais comum (Srivastava e Mehdi, 2005). Contudo, a maioria dos estudos
em humanos ndo sao suficientes para clarificar os principais efeitos toxicos em humanos uma
vez que estes estudos tém sido realizados com doses mais baixas do que as utilizadas nas
experiéncias com animais € sao de curta duragdo (Zorzano et al., 2009). Este facto ¢
importante, uma vez que numa doenca crénica como por exemplo a diabetes, o tratamento

com compostos de vanadio envolve a sua administragdo ininterrupta e deste modo importa
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saber quais sdo os efeitos a longo prazo de uma administragdo cronica de compostos de
vanadio (Goc, 20006).

A descrigdo, em 2010, de um envenenamento fatal por vanddio numa mulher de 24
anos, na Argélia, revelou que a paciente apresentava sintomas de dor abdominal, vomitos,
diarreia multipla, hipoglicemia, uma severa falha renal aguda e que acabou por falecer num
contexto de problemas respiratorios e asfixia tecidular, afetando todos os 6rgdos e levando a
inibi¢do dos processos respiratorios celulares em que as andlises ao sangue revelaram uma
concentragdo de 6,22 mg/L de vanadio no sangue, correspondendo a 6000 vezes mais alto que

a concentragao na populacao em geral (Boulassel ef al., 2011).

1.7 Compostos de vanadio e suas potenciais aplicacoes terapéuticas

Quando se descobriu, entre 1975 e 1980, que o vanadio inibia, em concentragdes na ordem do
nM, eficazmente varias fosfohidrolases, tais como a Na'/K'-ATPase, o interesse nos
compostos de vanadio aumentou relativamente as suas potenciais aplicagdes terapéuticas e
farmacoldgicas (Shetcher ef al.,2003).

A utilizagdo de vanadio como agente terapéutico ndo ¢ consensual, uma vez que ja foi
referido que pode apresentar varios efeitos toxicos. Deste modo, a comunidade cientifica
parece estar dividida em pelo menos duas opinides: uma favor da aplicacdo farmacéutica dos
compostos de vanadio e outra contra (Nriagu, 1998b). Sendo que compostos contendo
vanadio tém revelado possuir varias propriedades biomédicas, uma vez que interatua com
inimeros mecanismos bioquimicos e fisiologicos, ¢ assim atuar como antidiabético,
antitumoral, na reversao de resisténcia de microrganismos patogénicos, a drogas, entre outros
efeitos (Crans et al., 2004; Goc, 2006; Thompson e Orvig, 2006a; Thompson et al., 2009).

Uma das aplicagdes biomédicas do vanadio remete-se ao efeito insulino-mimético do
mesmo. Porém, o mecanismo de agdo ainda ndo se encontra devidamente explicado, muito
embora tenham sido efetuados varios estudos in vitro e in vivo com compostos de vanadio
com vista a avaliar a capacidade destes no tratamento de diabetes do tipo 1 e diabetes do tipo
2. Devido a estas propriedades insulino-miméticas que os compostos de vanadio apresentam,
ou seja, tal como a insulina, promovem a acumulacdo de glucose, e por isso tem sido
amplamente estudados essencialmente no tratamento de diabetes (Poucheret ef al., 1998;
Orvig et al., 1995; Willsky et al., 2001; Thompson e Orvig, 2006a; Thompson et al., 2009).
Virios estudos comprovaram que compostos de vanadio mimetizam o efeito da insulina, e tal

como a hormona, influenciam a atividade das enzimas que participam no metabolismo dos
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hidratos de carbono, estimulando a entrada de glucose nas células e inibindo os processos de
glicogenolise e gliconeogénese enquanto no metabolismo dos lipidos estimulam a lipogénese.
Além disso, podem afetar também o metabolismo de proteinas bem como afetar os processos
de controlo da expressdo de genes envolvidos nestes metabolismos, porém os mecanismos
concretos continuam por esclarecer (Etcheverry e Cortizo, 1998b; Rehder, 2003; Shetcher et
al., 2003; Gog, 2006).

Muito embora se tenha demostrado varios efeitos do vanadio in vitro, existem varias
hipdteses para o mecanismo de acdo in vivo. As propriedades inibitdrias do vanadato sobre as
fosfatases de tirosina especificas intracelulares podem ser um dos fatores a considerar uma
vez que a a¢ao da insulina est4 associada a ativacao de uma tirosina cinase. Também tem sido
referenciado, devido a semelhanca entre vanadato e fosfato a possibilidade de o vanadato
ativar a fosforilagdo do recetor da insulina. Além destas hipoteses, tém sido propostas outras,
tais como o aumento de célcio intracelular, a inibicio Ca’’-ATPase, a alteragio do pH
intracelular ou intravesicular e a modificagdao dos transportadores da glucose (Caldeira et al.,
1997; Verma et al., 1998; Mukherjee et al., 2004). Porém, também existem indicacdes, em
alguns trabalhos, que a base molecular da a¢do insulino-mimética do vanadio envolve a sua
atividade em eventos pos-recetor na cascata de sinalizagdo da hormona e ndo a sua atividade
sobre o recetor da insulina (Etcheverry e Cortizo, 1998b; Mukherjee et al., 2004).

Outra das propriedades importantes deriva da observagdo que o vanadio causava
transformagdes neopldsicas em diferentes tipos de células (Goc, 2006). Posteriormente,
verificou-se que o comportamento apresentado pelo vanadio era semelhante ao induzido por
muitos fatores de crescimento e varios agentes tumorogénicos. Foi entdo sugerido que as
alteracdes morfologicas estariam associadas com um aumento na fosforilagdo de tirosinas em
numerosas proteinas intracelulares. Por outro lado, foi demonstrado experimentalmente que o
vanadio administrado em ratos poderia ter um potencial anticarcinogénico contra a neoplasia
hepatica quimicamente induzida (Nriagu, 1998b). Constatou-se assim que o vanadio possuia
uma atividade antitumoral, tendo sido demonstrada a agdo pré e anti neoplasica in vivo e in
vitro dos seus derivados e alguns compostos de vanadio. Por isso estes t€ém vindo a ser
estudados na prevencdo e tratamento do cancro devido a sua atividade antiproliferativa,
atividade citostatica/citotoxica, induzindo a morte celular por apoptose ou por necrose, €
atividade antimetastases o que sugere a possibilidade do uso de compostos de vanadio na

quimioterapia (Goc, 2006; Li et al., 2010; Kassabova-Zhetcheva e Pavlova, 2011).
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A capacidade do vanadato para reverter a resisténcia de microrganismos patogeénicos a
drogas ¢ um efeito muito importante, uma vez que a resisténcia de microrganismos aos
tratamentos de hoje, constitui um dos maiores obstaculos na medicina. Adicionalmente, foi
descrita a possibilidade de compostos de vanddio exercerem uma atividade antiparasitaria
(Benitez et al., 2011; Turner et al., 2012). Outras aplicagdes possiveis incluem atividades
antiHIV (D'Cruz ef al., 2003; D'Cruz et al., 2004) sendo também referida a possibilidade de
serem utilizados como contracetivos vaginais (D'Cruz e Uckun, 2005) e espermicidas (D'Cruz

et al., 1998a; D'Cruz et al., 1998D).

1.7.1 Vanadio e diabetes

Os primeiros indicios de que os sais inorganicos de vanadio apresentam efeitos insulino-
miméticos surgiram em 1899 (Marx, 2002; Thompson e Orvig, 2006a). Mas s6 em 1979, com
os estudos de Tolman e seus colaboradores, se despertou o interesse nos sais de vanadio; ao
demonstrar os seus efeitos insulino-miméticos. Verificou-se que varios compostos de vanadio,
de uma forma semelhante a insulina, estimulavam o transporte e a oxida¢do de glucose em
adipdcitos, aumentavam a sintese de glicogéneo no diafragma e em hepatdcitos e inibiam a
gluconeogénese em células do figado (Tolman et al., 1979). Posteriormente, outros estudos
revelaram outros efeitos insulino-miméticos dos compostos de vanadio in vitro e in vivo,
incluindo a lipogénese, a inibicdo da lipolise e gliconeogénese (Poucheret et al., 1998;
Lappena et al., 2002; Thompson e Orvig, 2006a; Thompson et al., 2009). Um marco
importante na aten¢do que os compostos de vanadio poderiam ter um potencial relevante no
tratamento da diabetes deve-se a trabalhos sobre as agdes do vanadio in vivo, em que se
demonstrou que o tratamento croénico com ortovanadato de sddio normalizava a hiperglicemia
em ratos diabéticos STZ (Heyliger et al., 1985; Meyerovitch et al., 1987).

Os estudos sobre vanadio como insulino-mimético foram confirmados e expandidos,
por vdarias outras investigacdes, tendo-se verificado, em modelos animais a reducao
significativa da hiperglicemia, diminuicdo de glicosuria e melhoria na tolerancia a glucose
(Chen et al., 2009). Também se verificou que peroxidos de vanadato ou compostos de
peroxovanadio apresentam atividade insulino-mimética ou antidiabética (Crans et al., 2004).
Além de sais inorganicos de vanadio foram testados complexos organicos de vanadio, em
adicdo aos sais inorganicos, que também demonstraram exercer efeito em animais modelo de
diabetes tipo 1 (Kajimoto e Kaneto, 2004; Chen et al., 2009). Também se verificou o

potencial antidiabético de varios compostos de vanadio em modelos animais de diabetes tipo
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2, induzindo normoglicémia e normoinsulinémia (Srivastava e Mehdi, 2005). Foi também
sugerido que os compostos de vanadio exerciam uma influéncia protetora nas células beta
pancreaticas e reforcava o efeito residual da insulina (Srivastava e Mehdi, 2005). Ainda
assim, o vanadio possivelmente devia a sua resposta antidiabética a combinacdo de agdes
insulino-miméticas e insulino-potenciadoras (Poucheret et al., 1998; Srivastava ¢ Mehdi,
2005).

A demonstracao dos efeitos benéficos dos compostos de vanadio, em ambos animais
modelo de diabetes tipo 1 e 2, encorajou varios investigadores a determinar beneficios
clinicos da terapia do vanadio em sujeitos humanos com diabetes (Srivastava e Mehdi, 2005).
Embora os primeiros ensaios de compostos inorganicos de vanadio tenham sido realizados
nos anos noventa, irritagdo gastrointestinal e alteragdes inconclusivas nos niveis de glucose
no plasma deixaram algumas dividas relativamente a viabilidade destes compostos. De facto,
os estudos tinham sido limitados e com doses de vanadio administradas durante curto periodo
de tempo. Posteriormente, foram feitos em estudos de investigacdo com tratamento
prolongado com doses de sulfato de vanadilo mais elevadas e num ntimero significativamente
maior de sujeitos, com diabetes tipo 2 (Goldfine et al., 2000; Cusi et al., 2001). Outros
estudos, tém sido realizados, e a administracao por duas semanas de metavanadato de sodio, a
uma concentracdo de 125 mg/dia, permitiu verificar que, nos grupos de pacientes com
diabetes tipo 1, ndo se observou teve qualquer efeito nos niveis de glucose, enquanto nos
pacientes com diabetes tipo 2, o metavanadadato de sdédio, revela um aumento de
sensibilidade a insulina, uma diminuicdo da glucose presente no plasma em jejum e uma
diminui¢do da hemoglobina glicosilada (HbAlc) (Srivastava e Mehdi, 2005; Thompson e
Orvig, 2006a), nestes estudos verificou-se como efeito secundario principal a ocorréncia de
diarreia. Noutro estudo, utilizando sulfato de vanadilo com a uma dose de 100 mg/dia durante
trés semanas em seis pacientes com diabetes tipo 2 registou-se uma redugdo da glucose no
plasma (Goc, 2006).

Contudo, a utilizacdo de compostos de vanadio para o tratamento da diabetes ndo tem
tido por parte da industria farmacéutica a aten¢do devida mesmo depois de descritos os efeitos
fisiologicos atribuidos ao vanadio. De entre as razdes pode-se enumerar: a toxicidade para o
organismo que se sabe ser maior para o vanadato do que para o vanadilo; os receios de ndo ser
bem recebido no mercado visto que se trata de um metal pesado o que tem conotacdo
negativa; a acumulagdo do vanadio nos ossos na forma de vanadilo e o tempo de semivida ser

de cerca de um més. Contudo, a principal razdo podera residir na competicdo que fairmacos
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contendo vanadio poderiam ter com farmacos que sendo usados em tratamentos antidiabéticos
e que sejam menos eficazes (Rehder, 2003). Apesar de se conhecerem estudos efetuados em
humanos usando sais de vanddio em dose muito baixas para diminuir o risco de toxicidade
(Goldwaser et al, 2000b; Shechter et al., 2003). Deste modo, os estudos para se obter um
composto contendo vanadio com aplicagdo clinica no tratamento da diabetes estdo
concentrados na sintese, melhoramento e aplicagdo de compostos mais especificos e
eficientes. Vanadio complexado por ligandos organicos, de forma a potenciar a sua eficacia
insulino-mimética, sem aumentar a sua toxicidade ou que exibam niveis de toxicidade
negligenciaveis, estdo a ser sintetizados, deseja-se que a sua absor¢do seja mais efetiva por
possuirem maior capacidade de passagem pelas membranas plasmaticas e seja potenciada a
mobilidade intracelular do vanadio (Verma et al., 1998).

Deste modo, o desenvolvimento de novos complexos de vanadio(V) e (IV), com
diferentes ligandos orgénicos, tem sido um avanco importante na utilizacdo potencial de
compostos de vanddio com propriedades farmacologicas. O objetivo principal do
desenvolvimento de complexos organicos de vanadio foi o de melhorar substancialmente a
absor¢do gastrointestinal, a biodisponibilidade e o comportamento intracelular dos compostos
de vanadio, reduzindo desse modo a dose necessaria para obter os efeitos 6timos pretendidos
(McNeill ef al., 1992). Algumas das caracteristicas desejaveis incluem a sua estabilidade em
solucdo, a sua carga neutra, a elevada solubilidade lipidica, de modo a apresentarem uma
mais potente atividade inibitoria sobre as proteinas fosfatases de tirosina (PTP), para que
possam exercer efeitos farmacoldgicos mais potentes e eficazes (Thompson et al., 1999).
Assim, tém sido sintetizados diferentes complexos de vanadio e avaliada a sua agdo como
insulino-miméticos (McNeill et al., 1992; Crans e Tracey, 1998; Thompson et al., 1999; Reul
et al., 1999; Goldwaser et al., 2000b; Thompson e Orvig, 2006b). Nos ultimos anos, outras
novas classes de complexos de vanadio foram sintetizados utilizando diferentes ligandos e
diferentes estratégias. Deste modo, surgiram novos complexos de vanadio com diversos
ligandos orgénicos tais como: citrato (Kaliva et al., 2001; Salifoglou ef al., 2002; Tsaramyrsi
et al., 2001), sacarideos (Barrio et al., 2006), polidlcoois (Williams et al., 2006), quercetina
(Shukla et al., 2006), acido oxodiacético (Rivadeneira et al., 2007), a-furanocarboxilato (Niu
et al., 2007), hidrazida (Ashiq et al., 2008), arilalquilamina (Garcia-Vicente et al., 2007,
Zorzano et al., 2009), de 4-amino-2,6-dipicolinato (Li et al., 2009), cloro dipicolinatos (Smee
et al., 2009), 3-hidroxi-4-piridinonato (Rangel et al., 2009), piridinona e salicilaldeido

(Faneca et al., 2009), salicilaldeido semicarbazona (Rivadeneira et al., 2009) e anido
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nitrilotriacetato (Arrambide et al., 2010).

Dos complexos de vanadio sintetizados, as que t€ém sido mais estudados in vivo, tanto
em modelos animais como em pacientes diabéticos foram o bis(maltolato)oxovanadio(IV)
(BMOV) e o bis(etilmaltolato)oxovanadio(IV) (BEOV) (McNeill, 1992; Poucheret et al.,
1998; Thompson e Orvig, 2006a; Thompson et al, 2009). Para o BMOV, ensaios em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) verificou-se a normalizagdo dos niveis de
glucose sanguinea e do metabolismo dos lipidos alimentares, bem como melhorou o controlo
da disfuncdo cardiaca sem que se tenha verificado qualquer aumento na circulagdo os niveis
de insulina. (Poucheret et al., 1998; Goc, 2006). O BMOV apresenta ainda uma poténcia de
cerca de 50 % maior do que a de sulfato de vanadilo, bem como uma diminui¢do do tempo
para que se observem efeitos. Além disso, ndo foram observados com BMOYV alguns sinais
de toxicidade, nomeadamente a desidratacdo, situagdo que se tem observado nos ensaios com
sulfato de vanadilo (McNeill et al., 1992; Yuen et al., 1993a; Shukla et al., 20006).
Atualmente, dos compostos de vanddio com propriedades insulino-miméticas foram
realizados os ensaios clinicos de Fase I para o complexo de vanddio bis-(etimaltolato)
oxovanadio(IV) (BEOV) (Orvig et al., 2003; Thompson e Orvig, 2006 a; Thompson e Orvig,
2006 b; Thompson et al., 2009) . O objetivo geral deste estudo clinico de Fase I foi avaliar a
seguranca ¢ tolerabilidade do BEOV. Os resultados observados ndo revelaram efeitos
adversos a saude em qualquer um dos voluntarios, enquanto os pardmetros bioquimicos ao
nivel sanguineo apresentaram valores normais bem como as fung¢des real, hepatica e
gastrointestinal aparentemente ndo mostraram ser afetadas. Nestes ensaios, verificou-se que a
biodisponibilidade relativa do vanadio proveniente do BEOV foi estimada em ser trés vezes
superior a biodisponibilidade de vanadio proveniente de uma dose equivalente de sulfato de
vanadilo (Thompson e Orvig, 2006a).

Nos ultimos dez anos alguns estudos, com compostos inorganicos de vanadio e
complexos organicos de vanadio, efetuados em modelos animais com diabetes induzida
mostraram que estes compostos administrados durante ensaios de longa duragdo a par dos
seus efeitos na normalizacdo dos niveis de glucose, colesterol ou triacilglicerdéis nao
apresentaram efeitos secundarios considerados toxicos (Yanardag et al., 2003; Koyuturk et
al., 2005; Niu et al., 2007; Wei et al., 2007; Li et al., 2009). Zorzano e colaboradores
utilizando sais de vanddio compostos por séries de arilquilaminas combinadas com
decavanadato, verificou que permitem a utilizagcdo de doses antidiabéticas efetivas de vanadio

a niveis ndo toxicos. Estes compostos sdo ativos oralmente e eficientes sob condigdes in vivo,
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nas quais a insulina estd ausente. Foram testados os sais de decavanadato, BsVio, BsVio €
B4V10, que mostraram uma forte ativagdo do transporte da glucose em adipocitos de rato.
Sendo a resposta, in vivo, ao tratamento com estes sais também traduzida numa acao insulino-
mimética marcada com reducao da glicémia (Garcia-Vicente et al., 2007).

Muitos ensaios experimentais efetuados com pacientes diabéticos confirmaram o
efeito terapéutico dos compostos de vanadio estudados, em que se verificou uma diminui¢ao
dos niveis de glucose no sangue com efeitos secundarios negligenciaveis. (Thompson et al.,
2009). Os compostos de vanadio caracterizam-se por poderem reduzir os niveis de glucose
sanguinea por diferentes vias (Vardatsikos et al., 2009). Devido a similaridade estrutural com
os anides ortofosfato, o anido ortovanadato e os complexos organicos de vanadio sdo
inibidores das proteinas fosfatases de tirosina (PTP) (Crans et al., 2004). Uma das hipoteses
tem em conta a inibigdo da PTP-1B (Fig. 1.8), enzima que ¢ responsavel pela desfosforilacao
dos recetores de insulina, que conduz a insulinorresisténcia (Scior et al., 2009; Scior et al.,
2010). Os efeitos do vanddio na via de sinaliza¢do da insulina ndo estd completamente
esclarecido. Pensa-se que os compostos de vanadio causem a inibicdo da PTP-1B (Fig 1.8), e
deste modo promovam a acumulagdo de glucose (Sakurai et al., 2008).

5 -
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Transporte

GLUT4

PKB/Akt vesicula
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acidos glicogénio
gordos

Figura 1.8 — Mecanismos de agdo antidiabética possiveis para os compostos de vanadio. Os
compostos de vanadio podem inibir a PTP1B o que impede a desfosforilacdo do recetor da
insulina (IR). Outra via de atuacdo refere que os compostos de vanadio ativam o recetor da
insulina (IR) que ¢ uma tirosina quinase que catalisa a fosforilagdo da proteina celular IRS1
que ativa a PKB/Akt que por sua vez além de outras atividades ativa a proteina
transportadora de glucose GLUT4 que transporta para célula a glucose (Adaptado de Sakurai
et al.,2008).
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A inibi¢ao da PTP-1B mantém, a ativagdo da PKB/Akt que conduz a um aumento do
transporte de glucose para as células através da proteina transportadora de glucose (GLUT4)
(Fig. 1.8). Por outro lado, a ativacdo da PKB/Akt promove a fosforilacdo e inativagdo da
cinase de glicogénio sintetase 3 (GSK3) que estimula a sintese do glicogénio a partir da
glucose (Vardatsikos et al., 2009), favorecendo por isso o aumento de concentragdao
intracelular de glucose.

Recentemente, estudos que incluiram a combina¢do de benzilamina e decavanadato,
em varios tipos de células de rato, revelaram que estes atuavam na IRS-1 e na PI3K. O
mecanismo proposto de acdo envolve a formagdo de peroxovanadatos que potenciam a
secrecdo de insulina no figado, o aumento de transporte da glucose e a lipogénese nos
adipocitos, e previne a resisténcia a insulina nas células musculares (Fig. 1.9) (Zorzano et al.,

2009).
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Figura 1.9 - Modelo dos efeitos da combinag¢do substratos de SSAO (benzilamina) e
vanadato na homeostasia da glucose (Zorzano et al., 2009).

Para além destes efeitos insulino-miméticos de complexos de decavanadato estdo a ser
desenvolvidos novos complexos de vanadio de decavanadato, no sentido de potenciar a sua
acdo insulinomimética, bem como potencial agdo anticancerigena (Li er al., 2010;

Kassabova-Zhetcheva e Pavlova, 2011)
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1.7.2 Vanadio e tumores

Existem algumas evidéncias que os compostos de vanadio possam ter propriedades
anticancerigenas. Alguns estudos mostraram que em modelos animais, nos quais se
induziram tumores por via quimica, os compostos de vanddio apresentaram propriedades
quimio-preventivas por via da otimizacao das reacdes de fase I e fase II do processo de
metabolizacdo hepatica dos xenobidticos (Bishayee et al., 2000; Chakraborty et al., 2007;
Ray et al., 2007). Em testes, utilizando modelos com células humanas tumorais, os
compostos de vanadio inorganicos e organicos revelaram resultados promissores para uma
possivel introducao na terapia devido aos efeitos antiproliferativos e pro-apoptoticos que se
observaram a valores baixos de ICsy, na ordem dos micromolar dependendo do tipo de célula
e do composto de vanddio (Kordowiak et al., 2007; Holko et al., 2008; Fu et al., 2008;
Molinuevo et al., 2008).

Por outro lado, os compostos de vanadio tém propriedades carcinogénicas ¢ podem
estimular o desenvolvimento de tumores. E o caso dos catides vanadilo e pentoxido de
vanadio que ao originarem o aparecimento de ROS podem causar danos no ADN, o que pode
levar a mutacdes e por consequéncia levar ao desenvolvimento de tumores (Ehrlich et al.,
2008). Além disso os compostos de vanadio também podem ter propriedades antiapoptoticas
devido a alteragdo na fosforilagdo da proteina 53 (p53) e deste modo os vanadatos causam
disturbios na apoptose. (Suzuki et al., 2007; Morita et al., 2010).

Os efeitos dos compostos de vanadio dependem de diversos fatores, nomeadamente,
do tipo de célula, do tipo de composto de vanadio e da dose. As propriedades apoptéticas ou
antiapoptoticas dependem principalmente do tipo de célula. A proteina p53 tem um papel
importante nesta altera¢do de efeitos. Assim em células tumorais o gene que codifica esta
proteina estd danificado e os compostos de vanadio inibem o ciclo celular e induzem
apoptose (Zhang et al., 2002). Adicionalmente, os compostos de vanadio ao originarem ROS
ativam o NF-kB e aumentam o efeito apoptotico (Parrondo, 2010). Pelo contrario, em células
funcionais a alteragdo da fosforilagdo da p53 conduzira a inibi¢do da apoptose (Morita et al.,
2010).

Recentemente, tem sido dada maior atencdo aos efeitos antiproliferativos que os
compostos de vanadio apresentam. Deste modo tém sido investigados os efeitos antitumorais
dos compostos de vanadio em modelos animais e varios tipos de linhas de células malignas
(Barrio et al., 2006; Holko et al., 2008; Klein et al., 2008). Assim, os compostos de vanadio

podem exercer diferentes efeitos sobre a proliferacdo celular: por vezes verifica-se que eles
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estimulam a mitogénese mas noutros casos, eles sdo agentes inibitorios do ciclo celular.

De facto, verificou-se que podem inibir a proliferacdo celular mesmo quando sdo
utilizadas doses baixas (Hanauske et al., 1987; Etcheverry e Cortizo, 1998b). Por isso, alguns
compostos de vanadio podem apresentar efeitos antitumorais (Djordjevic, 1995; Evangelou,
2002). Varios mecanismos tém sido descritos para explicar a inibi¢ao do ciclo celular ou a
indug¢do da morte de células tumorais por compostos de vanadio. Um das hipdteses aponta
para que a acdo antitumoral dos compostos de vanadio seja mediada pela inibicdo de PTPases
e pela geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, por sua vez, causar uma série de
efeitos celulares como a clivagem de ADN, causar danos em diferentes componentes
celulares ou estruturas sub-celulares (Fig. 1.10). A inibicdo das PTPases regula diferentes
vias de transducdo que desencadeiam a apoptose, como sejam, a paragem do ciclo celular e a
modulacdo de proteinas envolvidas na capacidade metastatica das células tumorais. Alguns
estudos revelaram a acdo antiproliferativa de varios compostos inorganicos de vanadio tais
como o ortovanadato de sédio (Cruz e Morgan, 1995), o vanadato (Hamaguchi et al., 1995;
Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2002) pervanadato (Faure ef al., 2003).

Entre os compostos organicos de vanadio testados como drogas antitumorais incluem-
se os complexos entre o ido vanadilo e a fenantrolina de que se destaca o METVAN [bis(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina)Sulfato-oxovanadio(IV); VO(SO4)(Me,-Phen),] (Narla et al., 2000;
Narla et al., 2001a). Estes compostos de vanddio tém uma atividade antiproliferativa em
diversos tipos de células tumorais e a baixas concentracdes induzem apoptose e inibem o
ciclo celular (Narla et al., 2000; Dong et al., 2000). No caso do METVAN a atividade
citotoxica, verifica-se contra muitas linhas de células tumorais, com ICsy menor que 1uM,
reduzindo a invasividade da leucemia através da inibicdo de metaloproteinases e danos na
mitocondria devido a producao de ROS, fatores que contribuem para a apoptose celular
(Dong et al., 2000; Narla et al., 2001b; Narla et al., 2001c). Os efeitos secundarios
observados foram a inibicdo da espermatogénese e a apoptose das células germinais
masculinas (D’Cruz e Uckun, 2001) e verificou-se ser mais eficaz do que a cisplatina na
inibicao das células tumorais de testiculo ¢ ovario (D'Cruz e Uckun, 2002).

Estudos efetuados em modelos animais, nomeadamente em ratos, revelaram que
compostos de vanadio adicionados na dieta revelaram potencial quimio-terapéutico ou
quimio-protetor em animais com diversos tipos de tumores. (Thompson e Chasteen, 1984;
Bishayee e Chatterjee, 1995a; Bishayee e Chatterjee, 1995b; Bishayee et al., 2000; Basak et
al., 2000; Chakraborty e Selvaraj, 2000; Samanta et al., 2008a; Samanta et al., 2008Db).
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1.7.3 Efeitos de vanadio no tecido dsseo
O vanadio acumula-se preferencialmente nos tecidos esqueléticos, contudo o vanadio quando
ingerido em doses dietéticas esta presente nos 0ossos em concentragdes da ordem de 10-26pg/g
(Ramanadham et al., 1991; Yuen et al., 1993b; Dai et al., 1994; Amano et al., 1996). O o0sso
pode acumular vanadio e outros metais, assim o vanadio tal como o estroncio participam na
primeira etapa do processo de mineralizagdo. Deste modo, os ides vanadato podem ser
incorporados na estrutura de hidroxiapatite como andlogos de fosfato (Gresser et al., 1990;
Crans, 1994; Bhattacharyya e Tracey, 2001). Além disso, alguns trabalhos ja realizados para
determinar papel biologico de vanadio, sugeriram que as dietas deficientes em vanadio podem
levar um inadequado crescimento esquelético (Uthus e Nielsen, 1990; Nielsen, 1995). Alguns
estudos com os compostos de vanadio insulino-miméticos demonstraram que podem
participar no crescimento, na formac¢ao e na reparagao do tecido dsseo (Cortizo e Etcheverry,
1995; Lau et al., 1988; Barrio et al., 2006; Cortizo et al., 2006). Estudos realizados utilizando
fibroblastos em cultura demonstraram que compostos de vanadio compostos estimularam a
sintese de ADN e colagénio, sugerindo que o vanddio possa atuar como promotor da
proliferacdo e da diferenciacdo de osteoblastos (Canalis, 1985; Lau et al., 1988). Embora os
dados sejam escassos, ¢ referido que o vanadio pode inibir ou impedir a reabsor¢do como uma
consequéncia da inibicdo da Na'/K'-ATPase no osso (Krieger e Tashjian, 1983). Outros
estudos indicam que os compostos de vanddio tém acdo na diferenciacdo osteobldastica,
induzindo alteracdes morfologicas e estimulando o consumo de glucose neste tipo de células
(Etcheverry et al., 1997; Salice et al., 1999; Barrio et al., 2003). Tem também sido
demonstrado que os compostos de vanadio inibem a atividade da fosfatase alcalina (ALP),
enzima envolvida no processo de mineralizacdo (Cortizo e Etcheverry, 1995; Barrio et al.,
1997; Etcheverry et al., 2001; Crans et al., 2004).

Recentemente, experiéncias em células 6sseas de peixes com 10 uM de metavanadato
e decavanadato induziram um aumento da proliferacdo celular mas afetaram a mineralizagao
da matriz extracelular (Tiago et al., 2008). Outros estudos efetuados com bis-(etilmaltolato)-
oxovanadio(IV) (BEOV) e acetilacetonato de vanadilo (VAC), os resultados sugeriram que,
relativamente ao BEOV, a melhoria do estado 0sseo esta relacionada com a melhoria do
estado diabético (Facchini et al., 2006). Relativamente ao BEOV, administrado em ratos
diabéticos verificou-se a melhoria ou a normalizag¢do dos niveis plasmaticos de osteocalcina e

da taxa de deposicdo mineral, no entanto, este tratamento ndo aumentou a densidade mineral
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ossea (DMO) em ratos diabéticos (Zhang et al., 2007). Ambos os estudos ndo sugerem a

influéncia do BEOV ou VAC nos ossos de ratos normais.

1.7.4 Compostos de vanadio: Efeitos cardioprotetores

Os potenciais efeitos protetores dos compostos de vanadio no sistema cardiovascular t€ém sido
estudados em paralelo com as agdes insulino-miméticas dos compostos de vanadio. No
entanto, ¢ digno de mencionar que houve um aumento significativo no interesse das agdes
cardioprotetoras dos compostos de vanadio nos ultimos anos (Verma et al., 1998; Bhuiyan et
al., 2008a; Bhuiyan et al., 2008b).

A acao cardioprotetora dos compostos de vanadio parece estar relacionada com a sua
atividade anti-hipertensiva (Bhanot et al., 1995), hipocolesterolémica (Goldfine ef al., 1995),
hipoglicémica e hipolipidémica (Ramanadham et al., 1989; Jeliki¢-Stankov et al., 2007). Este
efeito cardioprotetor pode estar relacionado com os efeitos dos compostos de vanadio como
insulunomimético ou como antiapoptético (Cortizo e Etcheverry, 1995; Verma et al., 1998;
Matsui et al., 1999; Jeliki¢-Stankov et al., 2007), estes efeitos podem ter uma fun¢do na
inibi¢do da hipertrofia cardiaca (Takada et al., 2004) e sobre a contracdo da célula vascular
pela indugdo da producao de 6xido nitrico (Bhuiyan et al., 2009).

Os efeitos cardioprotetores dos compostos de vanadio podem ser mediados através da
inibicdo das PTPases (Cadene et al., 1997; Theberge et al., 2003; Carr et al., 2004), pela
produgdo 6xido nitrico (NO) (Verma et al., 1998; Cortizo et al., 2000; Takada et al., 2004;
Shah et al., 2006) e ativagdo da via PI3K/PKB (Bhuiyan et al., 2008b).

Em experiéncias feitas com ratos para avaliar a relagdo entre hiperinsulinémia,
insulinorresisténcia e hipertensdo, os compostos de vanadio (sulfato de vanadilo e BEOV)
mostraram uma atenuacdo da hiperinsulinémia e da hipertensdo. (Bhanot ef al., 1994a; Bhanot
et al, 1994b). Alguns compostos de vanadio, como o  bis-(1-oxi-2-
piridinotiolato)oxovanadio(IV), (VO(OPT)) e o sulfato de vanadilo, foram associados a
inibi¢do da hipertrofia cardiaca e a recuperagdo da frequéncia cardiaca bem como da pressao
arterial (Takada et al., 2004; Bhanot et al., 1994c). Sendo que a via de transducdo intracelular
PI3-K/PKB parece estar relacionada com a hipertrofia do miocardio (Bhanot et al., 1994c;
Fujio et al., 2000).

Em resumo, as propriedades dos compostos de vanddio sdo muito diversificadas e com
potencialidades e aplicagdes terapéuticas que resultam da sua acdo inibitoria em diversas

enzimas, onde a PTP tem um papel central (Fig. 1.10).
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Compostos de vanadio
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Figura 1.10 - Vias de acdo dos compostos de vanadio de modo a exercerem atividades
farmacologicas (Adaptado de Barrio e Etcheverry, 2010).

1.7.5 Outros metais: Tungsténio, molibdénio e nidbio

Os oxometalatos de vanadio sdo dos compostos, contendo metais, mais estudados
relativamente as suas propriedades biomédicas. Contudo, outros oxometalatos de molibdénio,
tungsténio e nidbio, embora muito menos referenciados em estudos apresentam, alguns
destes, propriedades biomédicas similares. Assim a sua importancia bioldgica tem vindo a ser
relatada por vérios investigadores nomeadamente pela sua interagdo com as proteinas,
sistemas enzimaticos e constituintes celulares (Kletzin ¢ Adams, 1996; Mendel, 2001; Hille,
2002; Mendel e Bittner, 2006). Entre as atividades biomédicas que estes compostos possuem
temos por exemplo a atividade insulino-mimética (Matsumoto, 1994), efeito hepatoprotector
(Pawa e Ali, 2004) e anticoagulante (Rhule ez al/, 1998).

O molibdénio possui também efeitos relevantes, que poderdo ser aplicados na industria
farmacéutica, nomeadamente, o efeito insulino-mimético (Reul, et al., 1997; Frank et al.,
2000; Zeng et al., 2008), antiviral (Inouye et al., 1993; Rhule et al., 1998) e antitumoral
(Rhule et al., 1998; Waern e Harding, 2004; Waern et al., 2005; Hou et al., 2007).

Relativamente a compostos de tungsténio, os efeitos relatados sdo semelhantes aos
descritos para outros oxometalatos de vanadio e molibdénio, nomeadamente os efeitos:
antitumorais (Rhule et al., 1998; Hasenknopf, 2005; Hou et al., 2007), anti-inflamatérios
(Hou et al., 2007), insulino-miméticos (Nomiya et al., 2001; Domingo, 2002; Uskokovi¢-
Markovi¢; 2007; Miro-Queralt et al., 2008; Topic et al., 2010), hematoprotetores (Uskokovié-
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Markovi¢ et al., 2007) e efeito antiviral (Rhule et al., 1998). Além disso, ¢ referido, tal como
acontece com elementos andlogos ao tungsténio, nomeadamente o vanadio e o molibdénio,
ser essencial que sejam descritas as propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas destes
compostos para um melhor entendimento da sua interagdo com enzimas, de modo a que estes
compostos possam ser aplicados na industria biomédica e farmacéutica (Jeliki¢-Stankov et al.,
2007).

Efeitos em doengas, como a doengca de Wilson, foram reportados, uma vez que
compostos contendo molibdénio e tungsténio sdo capazes de coordenar e reduzir o excesso de

cobre em determinados tecidos (Haywood et al., 1998).

1.8 Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico

O célcio ¢ um elemento essencial para o correto funcionamento e homeostase de diversos
processos intracelulares. Ele pode desempenhar um papel regulador nos mais diversos
processos metabodlicos como: a fosforilagao oxidativa, a fotossintese, a contragdo muscular, a
plasticidade sindptica, a expressdo genética, a atividade hormonal e apoptose. (Silva e
Williams, 2001; Demaurex e Distelhorst, 2003; Martonosi e Pikula, 2003; Rudiger et al.,
2007; Voet e Voet, 2011).

A homeostasia do calcio ¢ regulada por canais i6nicos intracelulares que sao ativados
por proteinas ou outras moléculas tais como neurotramissores (Putney, 2001), por trocadores,
por bombas idnicas e por organelos subcelulares como o reticulo sarcoplasmatico e a
mitocondria. Muito embora o gradiente eletroquimico transmembranar seja favoravel, a
entrada do Ca”" para o interior da célula, esta é condicionada uma vez que ¢ mediada por
canais e transportadores especificos existentes na membrana plasmatica que promovem o
transporte deste ido por difusdo facilitada, de acordo com o gradiente eletroquimico ou através
do transporte ativo, contra o gradiente eletroquimico a custa do gasto de ATP.

A Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico ¢ uma enzima (SERCAla) pertencente a
classe das ATPases do tipo P. Estas enzimas sdo responsaveis pelo transporte de uma
variedade de catides através de membranas celulares e dependem da autofosforilagcdo usando
o0 ATP como substrato (MacLennan e Green, 2000) (Fig. 1.11).

A Ca’"-ATPase, sendo uma ATPase que transloca calcio através de membranas
celulares, ¢ facil de preparar na sua orientagdo nativa, isto ¢, sob a forma de vesiculas e

manter assim a sua fun¢do biologica in vitro (Mintz e Guilain, 1997) o que possibilita a sua
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utilizacdo como modelo para analise da relagdao estrutura-fungdo bem como a compreensao

dos principios de transporte do catido.
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Figura 1.11 — Mecanismo cinético do transporte ativo de calcio por Ca**-ATPases (adaptado
de Voet e Voet, 2011).

De acordo com estudos de fluorescéncia e espetroscopicos, a Ca*-ATPse pode formar
dimeros na membrana do RS, no entanto, o monomero constitui a unidade funcional do
sistema apesar da interacdo cooperativa entre os oligdbmeros poder influenciar a cinética de
transporte do célcio (Merino et al., 1999; Mintz e Guilain, 1997). Além disso, tem a vantagem
de se obter quantidades de proteina com um grau de pureza relativamente elevado, que
permite a andlise cinética detalhada da reacdo de transporte do célcio (MacLennan e
Toyofuku, 1992; Mintz e Guilain, 1997) bem como pode permitir o estudo do modo como
pode ser afetada a sua funcdo por efeito de inibidores. Devido ao largo espetro de atuagdo e
regulagdo nos sistemas biologicos, torna-se cada vez mais importante estudar as interagdes de
alguns metais, nomeadamente os oxometalatos, com as proteinas transportadoras destes ides,
entre as quais a Ca”"-ATPase. O estudo do modo de interagio com as bombas i6nicas que sdo
alvos terapéuticos de agdo de farmacos, o desenvolvimento de novos farmacos, tais como os
oxometalatos que além de terem propriedades insulino-miméticas, anticancerigenas, entre
outras, pouco se sabe sobre as suas funcdes nas células, sao fundamentais para o potencial uso

de metais na medicina.
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1.8.1 Importancia biologica da Ca’*-ATPase

A homeostasia do célcio nas células ¢ mantida por proteinas transportadoras, tanto de
proteinas que transportam o 3o a favor do gradiente eletroquimico (transporte passivo) como
contra o gradiente através da hidrolise de ATP (transporte ativo - Ca’’-ATPases). A
homeostasia celular tende a manter a concentracao citoplasmatica do calcio nas células em
repouso numa concentragdo aproximadamente 0,020-0,050 puM, cerca de 10° a 10" vezes
menor do que a concentracdo extracelular, na ordem de grandeza de mM, ou no limen do
reticulo sarco(endo)plasmatico (0,1-0,2 mM), sendo esta concentragdo vital para o adequado
funcionamento das células (Martonosi e Pikula, 2003). A baixa concentracdo de célcio nas
células ¢ mantida pela atividade da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (RS), que
transporta ativamente os ides célcio do citosol para o seu reservatdrio intracelular, o reticulo
sarcoplasmatico. Quando ocorre a ativagio por estimulos elétricos ou quimicos, o Ca*" entra
para o citoplasma, provocando um aumento da concentragio do Ca*" citoplasmatico,
mitocondrial ou nuclear. Este aumento desencadeia um elevado numero de respostas
fisiologicas, tais como a atividade contractil, produgdo energética e a ativacdo de processos
nucleares. (Stern et al., 1997; Bootman et al., 2001; Carafoli et al., 2001). A entrada de calcio

para o RS, induz o relaxamento muscular (Fig. 1.12) (Mundiha-Weilennann, et al., 2001)

entre outros processos.
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Figura 1.12 — Esquema do acoplamento excitagcao-contracdo. Um estimulo permite a entrada
de calcio extracelular e libertacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, o calcio liga-se a
fibra muscular e produz-se a contracdo muscular. O relaxamento ocorre quando o calcio ¢
transportado para o lado extracelular ou para o lumen do reticulo sarcoplasmatico pelas Ca*'-
ATPases (Adaptado de Mundifa-Weilennann, ef al., 2001).
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1.8.2 Estrutura da Ca’*-ATPase

A Ca>-ATPase de reticulo sarcoplasmatico de miisculo-esquelético (SERCA1), ¢ uma das
mais representativas enzimas pertencente a familia das ATPases do tipo P, e tal como as
Na'/K'-ATPases e H'/K'-ATPases pertence a subfamilia P,ATPases, em que as SERCA
incluem-se no tipo da subfamilia P,pATPases. A Ca’*"-ATPase de RS é uma proteina
transmembranar de massa molecular relativa de aproximadamente 110 kDa, (MacLennan et
al., 1985; Toyoshima et al., 2000). Durante o processo de translocacdo de ides a proteina
autofosforila-se no residuo Asp351 (Moller et al., 1996; MacLennan et al., 1997; Mclntosh,
1998). Dois ides Ca®" sdo transportados por cada ATP hidrolisado enquanto dois ou trés ides
H" sdo contra transportados para o citoplasma (Yu et al., 1993).

Esta familia pode ser dividida cinco em subfamilias principais (P;, P,, P3, P4 e Ps) que
englobam proteinas transportadoras de metais pesados, tais como o Cu®’, Cd*", Hg*"; H'-
ATPases de plantas, de fungos ¢ de bactérias e apresentam diferentes nimeros de hélices
transmenbranares. (Fagan e Saier, 1994; Moller et al., 1996). Por sua vez, as Ca*"-ATPases
podem-se subdividir em grupos distintos, as Ca**-ATPases do reticulo sarco(endo)plasmatico
(SERCA), que promovem a acumulacio do Ca®" citoplasmatico no lumen do RS e as Ca®'-
ATPases da membrana plasmatica (PMCA) que mantém a concentracdao citoplasmatica de
calcio através do transporte do célcio para o meio extracelular (Brandt e Vanaman, 1996).

O reticulo sarcoplasmatico (RS) do musculo-esquelético, onde se encontram as
SERCA, ¢ um sistema membranar intracelular, que se estende pelo sarcoplasma das células
musculares, altamente especializado e desempenha um papel fulcral no ciclo de contragdo e
relaxamento muscular (Aubier e Viires, 1998). Este € constituido por um conjunto de tibulos
e cisternas e rodeiam as miofibrilas do musculo estriado compostas por miosina e actina. As
membranas do RS podem ser isoladas sob forma de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico de
musculo-esquelético (VRS), de forma estdvel e mantendo a sua orientagdo nativa. O sistema
isolado possui uma elevada afinidade para o transporte de Ca*” mediado pela Ca*"-ATPase
que catalisa tanto a hidrélise, quando ocorre a acumulagdo de célcio pelas vesiculas, como a
sintese de ATP quando ocorre a libertagao de calcio pelas vesiculas (Fig. 1.13).

A Ca®"-ATPase ¢ uma das proteinas transmembranares e representa cerca de 60-80%
do conteudo proteico existente nas VRS (Inesi, 1972; Meissner et al., 1973; de Meis e
Vianna, 1979; de Meis ¢ Inesi, 1982; Sande-Lemos ¢ de Meis, 1988; Martonosi e Pikula,
2003).
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Figura 1.13 — Translocacio reversivel de calcio pela Ca*"-ATPase de RS, ocorrendo sintese
ou hidrolise de ATP (Adaptado de Aureliano, 2011).

A sequéncia priméaria de aminoacidos da Ca**-ATPase de RS foi estabelecida em
1985, mediante a codificacdo do seu ADN, sendo esta constituida por 994 residuos de
aminodacidos, contendo provavelmente 2 a 3 ligagdes dissulfito, cuja redugdo pode levar a
inibicdo total da libertagdo do céalcio no lumen do RS (Brandl et al., 1987; MacLennan et
al.,1997). O estabelecimento da sua estrutura secundaria esteve envolvido em alguma
controvérsia (MacLennan et al., 1985).

Porém, apods os trabalhos de Toyoshima e seus colaboradores foi proposto o modelo
geral aceite para a Ca®"-ATPase, sendo descrito como um modelo constituido por dez hélices-
o transmembranares de acordo com a estrutura obtida por cristalografia de raios-X obtida com
uma resolu¢do de 2,6 A (Toyoshima et al., 2000). Apos andlise por microscopia eletronica,
pode-se dividir a estrutura da Ca’-ATPase em trés regides (Fig. 1.14), uma regido
citoplasmatica, um curto dominio “stalk” pé-helical, que consiste numa extensdo da regido
transmembranar e que inclui as 10 hélices-a, constituida essencialmente por residuos menos
hidrofobicos e por uma grande parte de residuos carregados e uma regido lumenal
(Toyoshima et al., 1993; Zhang et al., 1998; Lee e East, 2001).

A regido citoplasmatica inclui a subunidade catalitica a possui trés dominios: o
dominio N (dominio nucleotidico) que é o dominio de ligagdo do MgATP; o dominio P
(dominio de fosforilagdo) que contém o residuo Asp351 ao qual se liga covalentemente o
grupo fosfato transferido pelo ATP e o dominio A ou B que tem estrutura de folha B, sendo
por isso designado por dominio transdutor ou dominio de ativagdo de folha B e que estd
associado a transdugdo de energia. A regido transmembranar onde se encontram as hélices-a ¢
a regido onde se assume que as hélices formam o canal para passagem do calcio em que
quatro das hélices estdo diretamente envolvidas na ligacdo ao calcio. (Lodish et al., 2007,

Toyoshima et al., 2000).
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Liamen do ES

Figura 1.14 - Estrutura da Ca*"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico. As hélices o encontram-
se representadas por cilindros, as folhas B por setas. Os dominios citoplasmaticos A, P, N
encontram-se coloridos de azul, amarelo e verde, respetivamente. As quatro hélices a
envolvidas na ligagio do Ca®" encontram-se destacadas da seguinte maneira: M4 amarelo, M5
lilas, M6 verde e M8 azul. Um dos dois i0es de calcio (esfera laranja) ¢ visivel nesta
representacao (Lee e East, 2001).

O dominio de ativagdo encontra-se ligado a regido transmembranar com as hélices
(M1-M3), através de 3 longos “loops” e estando isolado da restante estrutura. Estudos
mutagénicos revelaram que o tamanho destes “loops” € essencial para a passagem dos ides de
Ca”". Este dominio atua como um ativador do mecanismo transmembranar que regula a
ligagio e transporte do Ca’". Possui também uma sequéncia essencial no processo de
desfosforilagdo que se designa por sequéncia “motif 181 TGES” (Toyoshima et al., 2000; Ma
et al., 2005; Toyoshima, 2008). Alguns estudos demonstraram que este dominio ¢ muito
movel durante o transporte ativo, podendo fechar e proteger da agua o sitio de fosforilagao
onde se encontra o residuo Asp351 nas conformacdes E2 e E2P. Este movimento ¢ essencial
para a alteracdo das posi¢cdes dos dominios A, N e P e por isso se designa por atuador ao
regular a ligagdo e translocagdo dos ides calcio (Toyoshima et al., 2000; Lee e East, 2001;

Toyoshyma e Inesi, 2004; Ma et al., 2005; Toyoshima, 2008). O residuo de glutamato 183 da
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sequéncia TGES ¢ essencial ao processo de desfosforilagdo E2P e alteracdes desta sequéncia
podem afetar o ciclo catalitico (Clausen et al., 2004; Anthonisen et al., 2006). Estudos
recentes indicam que a substitui¢do da Ile188 por alanina aumenta a afinidade para o ATP o
que afeta a desfosforilagdo da E2P (Clausen et al., 2011).

O dominio de fosforilagdo ¢ o dominio central e pode ser dividido em duas partes que
diferem na sua constituicdo, havendo uma homologia estrutural com outras proteinas, as
hidrolases (Toyoshima et al., 2000; Stokes e Green, 2003). A regido N-terminal e a C-
terminal encontram-se ligadas formando um tipico empacotamento de Rossmann. Em geral,
este empacotamento ¢ caracteristico de proteinas que ligam nucledtidos caracterizando-se,
neste caso, por ter sete folhas B paralelas associadas a oito hélices a, a semelhanga de outras
proteinas com este tipo de empacotamento. E devido a este tipo de empacotamento que a
estrutura adquire um formato que permite uma rotacdo do dominio A sobre a sua superficie
(Ma et al., 2005; Toyoshima, 2008).

O residuo de Asp351, encontra-se na regido C-terminal da folha B central, sendo esta
regido rodeada por residuos carregados negativamente, a superficie fica acessivel ao solvente
e propicia a hidrolise do ATP (Toyoshima et al., 2000). Existem trés residuos de aspartato
fundamentais que se encontram proximo do sitio de fosforilagdo (Asp627, Asp703 e Asp707)
em que o residuo Asp703 ¢ fundamental na coordenacdo do magnésio em que intervém os
carboxilos dos residuos Asp351 e Asp703 bem como o carbonilo do residuo de Thr353 e duas
moléculas de agua (Toyoshyma e Inesi, 2004; Ma et al., 2005; Toyoshima, 2008). Pensa-se
que dos 24 residuos de cisteina (Cys), nove podem estar envolvidos na ligacdo ao ATP e nas
modificagdes conformacionais que sdo induzidas pela ligacdo do substrato. No entanto, nao
parece haver um ou outro aminodcido essencial cuja modificacdo afete enormemente as
propriedades de ligagdo do ATP a proteina, contudo o residuo do aminoacido Asp351
existente no local de fosforilagdo constitui um requisito para a funcionalidade da Ca*'-
ATPase (Mintz e Guillain, 1997).

Porém, o dominio nucleotidico, onde se estabelece a ligacdo fundamental com ATP,
tem na sua constitui¢do alguns residuos essenciais para que esta ligacdo se estabeleca,
nomeadamente os residuos Phe487, Arg560, Lys515 e Lys492, em que no local de ligacao
para o ATP os residuos apresentam carga positiva a pH fisioldégico (Toyoshyma e Inesi,
2004). Nas ATPases do tipo P, este dominio citoplasmdtico ¢ o que apresenta uma maior
variabilidade estrutural (Toyoshima et al., 2000; Toyoshima e Mizutani, 2004; Toyoshima,
2008).
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A regido transmembranar, como ja foi referido anteriormente, ¢ constituida por 10
hélices-o. (M1-M10). A hélice M5 possui um tamanho de 60 A, percorrendo todo o espago
transmenbranar desde a superficie lumenal até ao final do dominio P, sendo muitas vezes
metaforicamente chamada como a coluna da molécula. Os locais de ligagdo e transporte do
Ca”" encontram-se ligados na regido transmembranar, sio hidrofébicos, no entanto podem
conter grupos hidroxilo (Pick e Racker, 1979), os ides célcio podem-se coordenador entre as
hélices M4-M6 e M8 (Toyoshima, 2008 e Toyoshima, 2009). Os aminoacidos Glu309 e
Asn796 estdo envolvidos num dos locais de ligagdo enquanto os aminoéacidos Glu771 e
Thr799 estdo envolvidos com o outro local de ligagdo. Por outro lado o aminoacido Asp800
encontra-se associado a ambos os locais de ligacao. De tudo isto, sugere-se que os locais sao
distintos e encontram-se em localizagdes opostas: um local exposto ao citoplasma e outro
local exposto ao lumen do RS (Inesi, 1987; Mintz e Guillian, 1997; Stokes e Green, 2003). Os
10es calcio coordenam-se num arranjo assimétrico com sete ligandos contendo oxigénio (Fig.

1.15) (McPhalen et al., 1991; Toyoshima, 2008).
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Figura 1.15 - Locais de alta afinidade para a ligagio do Ca*" na Ca**-ATPase. O local I ¢
constituido por ligandos correspondentes as hélices M5, M6 e M8, ja os ligandos do local II
sdo predominantemente da hélice M4. O Asp800 coordena a ligacdo de ambos os catides de
Ca”" (representados por esferas de coloracdo amarela) (Lee e East, 2001).

1.8.3 Mecanismo e ciclo catalitico da Ca’*-ATPase

No processo de contragdo muscular, os ides Ca”" sdo libertados do reticulo sarcoplasmatico
para as células musculares através dum canal de Ca®". Quando se d4 o relaxamento, ocorre 0
processo inverso, com o auxilio da Ca**-ATPase os ides calcio sio bombeados do citoplasma
das células para o limen do RS.

O sitio catalitico, que compreende o local de ligagdo do ATP e o de fosforilagdo, localizados

na regido citoplasmadtica da célula, bem como os sitios de ligagdo ao calcio que se encontram

71



Capitulo 1 Introducéo geral

inseridos na membrana sarcoplasmatica e que se encontram a uma distdncia de
aproximadamente 40 A. A existéncia de dois locais de ligagdo dos ides cilcio a proteina, um
exposto ao citoplasma e outro ao lumen do RS, implica que a Ca**-ATPase tenha que
transferir os ides calcio entre estes dois locais de modo a transportar os ides de um lado para o
outro da membrana do RS, o que sugere que haja necessidade de uma reorientagdo estrutural
da enzima durante o seu ciclo catalitico (Mintz e Guillian, 1997).

De acordo com o modelo classico das E1/E2 das P-ATPase (de Meis e Vianna, 1979;
Moller et al., 1996), a Ca’"-ATPase alterna entre dois estados conformacionais distintos E1 e
E2, em que o transporte de célcio pode ser explicado em termos de uma transi¢cdo entre um
estado de alta afinidade para os ides calcio (E1) e um estado de baixa afinidade (E2) processo
que permite o transporte de dois i10es calcio por cada molécula de ATP hidrolisada (Fig. 1.16)
(Inesi, 1985; Jenks, 1989; Mintz e Guillain, 1997). O estado conformacional E1, caracterizado
por ter os locais de ligacdo acessiveis ao calcio citoplasmatico com uma alta afinidade para os
ides (Kq = 3x107 M) E12Ca*". Nesta conformagio, a enzima ¢ rapidamente fosforilada por
ATP, mas nio por fosfato inorganico (Pi) EI'P2Ca*". A energia livre proveniente do ATP ¢
utilizada pelo fosfoenzima para proceder a uma modificacdo estrutural E1'P a E2'P. No estado
E2, os locais de ligagio passam a ter uma baixa afinidade para o Ca*" (Kq= 1x10" M) e ficam
expostos para o espago extracelular ou para o lumen do RS. Contudo ainda subsiste alguma
controvérsia sobre a existéncia de locais de ligagdo de baixa afinidade expostos ao lumen,
uma vez que ndo foi verificado por cristalografia de raios-X em estruturas cristalizadas a
evidéncia dos locais de baixa afinidade (Toyoshima, 2008). Esta conformacdo (E2)
caracteriza-se também pelo facto do enzima apresentar reatividade com o fosfato inorganico
(Pi), mas ndo com o ATP (de Meis ¢ Vianna, 1979; Inesi et al., 1992; MacLennan e
Toyofuku, 1992; Stokes e Wagenknetcht, 2000; Toyoshima e Mizutani, 2004; Tadini-
Buoninsegni et al., 2006; Toyoshima, 2009).

Apos a ligagdo do MgATP a conformacdo E1'P2Ca”", ocorre a fosforilagio alterando
assim a sua conformagdo para E2P2Ca". Nesta fase ocorre entdo a libertagdo dos ides para o
limen do RS e a consequente hidrolise da enzima fosforilada, que ao adotar a conformacgao
E2 pode retornar ao estado conformacional E1 e iniciar novo ciclo catalitico (Lee e East,
2001). No estado conformacional E1, em especial no estado conformacional E1'P2Ca*", os
trés dominios citoplasmaticos (A, P e N) encontram-se separados formando uma estrutura
aberta nesse local que permite a ligacdo do substrato (ATP), enquanto no estado

conformacional E2, estes dominios t€ém uma aproximagdo consideravel e encontram-se
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fortemente associados formando uma estrutura compacta semelhante a uma cabega (Fig. 1.17)
(Martinosi e Pikula, 2003; Stokes e Wagenknetcht, 2000; Toyoshima et al., 2000). Esta
estrutura compacta também ¢ observada nos outros estados conformacionais (Ogawa et al.,

1998).
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Figura 1.16 - Ciclo catalitico da Ca*"-ATPase. Inicialmente ocorre a interagdo de dois ides
Ca’" e duma molécula de ATP com a conformagdo E1 da Ca’’-ATPase no citoplasma
(reacdes 1 e 2). Segue-se entdo a fosforilacdo da enzima pela molécula de ATP, sendo os ides
ligados aos respetivos locais de ligagdo (reagdo 3), passando a enzima para a conformagao
E1PCa,. A reagdo 4, ¢ caracterizada pela transformag¢do da conformagdo E1PCa, na
conforma¢ao E2PCa;, na qual ha uma perda de afinidade pelo ADP sendo esta acompanhada
pela perda de afinidade para os ides Ca”". Estes sdo entdo libertados para espaco lumenal
(reagdo 5). Segue-se entdo a hidrolise do enzima libertando o Pi (reagdo 6) para o citoplasma
em que a enzima adota a conformacgdo E2 e pode finalizar o ciclo originando a conformagao
El. (Adaptado de Martinosi e Pikula, 2003; Daiho et al., 2003).

Na regido da membrana do RS, as hélices-a transmembranares M1-M6 movimentam-
se consideravelmente durante o ciclo reacional contrariamente as hélices-o M7-M10, que
atuam aparentemente como uma ancora transmembranar (Fig. 1.17) (Toyoshima, 2008).

Na figura 1.17, pode-se observar locais de ligagdo do célcio que estdo representados
por I e II e localizam-se na zona transmembranar. Contudo, a ligagio dos dois ides Ca®" é
sequencial e cooperativa (Inesi ef al., 1980; Inesi, 1987). O primeiro ido de calcio liga-se ao
local 1, que se encontra rodeado pelas hélices M5, M6 e M8 que permitem formar uma cadeia
lateral de atomos de oxigénio e duas moléculas de agua. O segundo ido de célcio, vai ligar-se

ao local II que se encontra-se proximo da hélice M4 ¢ em conjunto com a hélice M6
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. . . . y . . . ~ + ~ r
providenciam a cadeia de oxigénios que permite a ligacdo do Ca”", contudo neste local ndo ha

contribui¢cdo de moléculas de agua (Toyoshima, 2008).

E1-=E1-2Ca">=
2H " ca” ATE

E2(TG)

Limen do RS

Figura 1.17 — Ciclo catalitico e estrutura da Ca*"-ATPase nas quatro conformagdes diferentes
do ciclo catalitico com esquema reacional simplificado (cada conformagdo ¢ identificada por
uma cor diferente). As estruturas que representam a Ca>"-ATPase nas conformagdes E1P, E2P
e E2 foram obtidas por cristalizacdo com substratos analogos Mg*-ADP, AlF,, BF; e TG,
respetivamente. Os i10es de calcio que se encontram ligado a estrutura encontram-se
representados por esferas roxas numeradas e estdo circunscritos para uma melhor visualizagao
dos mesmos. Na figura estdo evidenciados alguns residuos importantes, nomadamente E183
(Dominio A), F487 e R560 (Dominio N, auxiliam na ligagdo do ATP), D351 (local de
fosforilacdo), D627 e D703 (Dominio P). As setas que se encontram nas conformagdes
indicam o movimento dos dominios resultante do funcionamento da Ca®"-ATPase
(Toyoshima, 2008).
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1.8.3.1 A Ligacdo do Ca*": E2—E1—E1+2 Ca*

A conformagdo E2, que permite a libertagdo do Ca®' para a regido do limen com a
subsequente hidrolise da ligacdo aspartilfosfato, apresenta os dominios citoplasmaticos
compactos “headpiece”, estando tanto o dominio N como o A ligados por pontes de
hidrogénio (Toyoshima e Nomura, 2002). A cavidade transmembranar de ligagio de Ca®'
encontra-se rodeada de moléculas de é4gua, encontrando-se todos os grupos carboxilo
protonados de forma compensar ¢ contrabalangar a carga criada pela libertagio do Ca®"
(Obara et al., 2005). Esta estrutura (E2) pode persistir se o pH do meio for baixo, uma vez que
a pH 7 a compensagio oferecida pelo H™ ¢ insuficiente. No entanto, os trés dominios
citoplasmdticos, uma vez que se encontram bastante proximos nesta conformacdo, podem
sofrer uma dissociagdo com uma ligeira agitagdo térmica o que permite a libertagao de protdes
para o citoplasma (Tadini-Buoninsegni et al., 2006). Esta libertacdo de protdes através da
membrana, leva a que quando se atinge o pH 7, resulta num rearranjo da estrutura da Ca”"-
ATPase para o estado E1 (Inesi ef al., 2008).

Quando a Ca’’-ATPase se encontra na conformagio El (desfosforilada), os grupos
carboxilicos na cavidade de ligagdo do Ca”" ndo se encontram protonados, possuindo neste
caso, os locais de ligacdo uma elevada afinidade para o Ca®" na zona citoplasmatica. Nesta
altura, em condigdes fisiologicas, ou seja a pH proximo de 7, na presenca de uma
concentragio na ordem dos mM de Ca®", um ido de Ca®" ocupa o local de ligagdo I de alta
afinidade (Inesi et al., 2002), provocando um rearranjo das hélices-a transmembranares
formando neste caso a conformacgdo E1'Ca>" (Champeil et al., 1983).

Ap6s ligagio do primeiro ido Ca®" a Ca*"-ATPase, o local de ligagio II passa a ter alta
afinidade o que traduz uma ligagio cooperativa do Ca®" e ocorre uma movimentagio bastante
significativa das hélices M1-M6. A hélice M5 movimenta-se conjuntamente com o dominio
citoplasmatico P, sendo que o movimento da M5 promove também o movimento da hélice
M4 o que a expde para a regido citoplasmatica, deixando a localizagdo II exposta para a
ligagio de outro ido Ca®’. Neste momento a hélice transmembranar M1 encontra-se
indiretamente estabilizada pela ligacdo dos ides calcio (Toyoshima e Nomura, 2002;
Toyoshima, 2008) perto do residuo Glu309 na hélice M4 porque existe espago suficiente

enquanto a porta citoplasmatica estéd acessivel (Toyoshima, 2009).
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1.8.3.2 Formacio do estado de transi¢io: E12Ca*" —E1P

Ap6s a ligagdo dos ides célcio, ocorre a ligacdo do ATP na superficie citosolica, numa reacao
rapida que envolve a complexagdo de um ido Mg”" com o ATP. O ATP ¢ hidrolisado a ADP e
o grupo fosfato libertado (grupo y-fosfato) ¢ transferido para o grupo B-carboxilo do residuo
de aspartato (Asp351) localizado no dominio de fosforilagdo, formando-se deste modo uma
ligacdo acil-fosfato de alta energia E1~P (intermediario acil-fosfato altamente energético,
instavel e ADP sensivel: Ca;E1~P) (Andersen, 1989; Jencks, 1989; Lodish et al., 2007; Voet
e Voet, 2011).

Esta ligacdo do ATP ¢ feita proxima dos dominios P e N, promovendo uma ligacio
entre ambos os dominios através da ligacdo do y-fosfato do ATP e do Mg®". As diversas
ligagdes de hidrogénio formadas a volta do ATP e do metal sugerem que este estado
caracteriza-se por criar uma elevada tensdo na molécula. Estas ligacdes fazem com que o
“loop” que inclui o residuo Asp703 seja posicionado em frente do Asp351. Este movimento
ao ser amplificado promove a ligagdo entre o0 dominio A e a hélice transmembranar M3. Ao
mesmo tempo, a hélice M1 vai movimentar-se de forma a dobrar-se para que o seu N-terminal
anfipatico fique sobre a superficie membranar. Este movimento permite ocupar o espaco da
parte transmembranar proéximo do residuo Glu309 fechando a passagem transmembranar do
local de ligagdo do Ca*". Nesta altura as hélices M1 e M2 formam uma estrutura em V (Fig.
1.17 e Fig. 1.18). A fosforilagdo do residuo Asp351 fixa entdo o dominio N numa posi¢do
inclinada de modo a formar, em conjunto com o dominio A, uma estrutura a preparada para a
transi¢do entre E1'P —E2P (Lenoir et al., 2004).

As duas partes da folha B que estdo presentes no empacotamento de Rossmann do
dominio P estdo alinhadas na conformacdo E1P, no entanto apds a alteracdo para a
conformagdo E2'P, formam-se pontes de hidrogénio entre elas através da ligagio do Mg”" e do
ADP. Muitos metais podem ligar-se ao local de ligagio do Mg*" no dominio P, préximo do

Asp703 (Toyoshima, 2008).

1.8.3.3 Libertacio do Ca** para o limen do RS: E1°P —E2¢P

A transferéncia do grupo fosfato para o Asp351 permite a dissociagdo do ADP que
desencadeia a abertura da interface dos dominios N e P (Toyoshima e Mizutani, 2004). O
dominio A procede a uma rotagdo que provoca sobreposi¢ao do seu “loop” no espago situado
entre os dominios N e P sobre o aspartilfosfato (Toyoshima et al., 2007; Olesen et al., 2007).

Esta sobreposi¢do ¢ estabilizada ndo s6 por varias ligagdes de hidrogénio como também pelo
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Mg®" (Toyoshima et al., 2007; Toyoshima, 2008). O “loop” mantém a estrutura E2P,
ocupando o espago onde se encontrava ligado o ADP, de modo a prevenir a possivel ligacao
de outra molécula de ADP. O aspartilfosfato, através de uma ligacdo de van der Waals com o
carbono a do residuo de Gly182, é protegido das moléculas de agua, provavelmente a
estabilizacao desta estrutura por pontes de hidrogénio e ligagdes de van der Waals ¢ essencial
para a libertagdo do Ca®" para o lumen do RS. (Toyoshima e Mizutani, 2004).

A rotacdo do dominio de ativacdo provoca um rearranjo das hélices a (Toyoshima e
Nomura, 2002; Toyoshima e Mizutani, 2004). As hélices que se encontram numa posi¢ao
inferior, M1-M2, rearranjam-se de modo a abrir um canal que permite a passagem e libertacao
dos ides Ca®" para o limen (Toyoshima et al., 2007). Esta abertura permite também a entrada
de protdes e moléculas de dgua para a estabilizagdo dos locais de ligagio do Ca*" (Obara et
al., 2005). Deste modo a Ca**-ATPase sofre uma modificacio conformacional para E2P em
que os dois locais de ligacao tém baixa afinidade para o célcio e estdo dispostos para o lumen
do RS, o que impulsiona o deslocamento dos ides para o limen do RS, enquanto os dois
locais de ligagdo de elevada afinidade para o calcio localizados na regido citoplasmatica sao
inativados. A Ca®"-ATPase livre do calcio e ADP-insensivel denotada pela conformagdo E2-
P, indica uma liga¢dao acil-fosfato forte. O rearranjo das hélices transmembranares esta
relacionado com uma inclina¢do do dominio P de modo a manter a jun¢des das hélices M1 e
M2 numa estrutura em forma de V, enquanto a porcao hidrofébica de M1 tendencialmente
ficard na parte hidrofébica da membrana, como resultado o dominio P sofre uma inclinagao
fazendo com que a hélice M4 que tem os ides calcio ligados se aproxime do espago lumenal
na estrutura E2 (Fig. 1.18). Verifica-se que o tamanho do “loop” que liga a regido mais
hidrofébica da M1 ao dominio A tem uma elevada importancia no processo de transformagao
do aspartilfosfato, assim se este for demasiado pequeno provoca uma restri¢do ao enzima ¢ a
passagem E1' P—E2P fica bloqueada; caso seja demasiado grande, a transi¢do E1'P—E2P ¢
demasiado rapida, impedindo assim a libertagdo dos ides para o limen, ficando a enzima na

conformacgao E2P (Daiho et al., 2003; Daiho et al., 2007; Toyoshima, 2008).

1.8.3.4 Hidrolise do aspartilfosfato: E2¢P —E2

Na transicao do E2'P —E2 e Pi, o dominio A sofre uma rotacao, relacionada com a introducao
de uma molécula de dgua no local de fosforilagdo, de modo a que a passagem que se formou
para a passagem dos ides seja fechada (Toyoshima e Mizutani, 2004; Toyoshima, 2008). O

“loop” modifica a sua conformacao no qual o residuo Glul83 da cadeia lateral fixa uma
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molécula de agua que catalisa a hidrolise do aspartilfosfato, provavelmente através da
remocdo do hidrogénio da molécula de dgua (Toyoshima e Mizutani, 2004). A libertacao
tanto do grupo fosfato como do Mg** provoca um relaxamento do dominio P o que provoca a
libertagdo das hélices M1 e M2, fechando deste modo por completo a passagem para o lamen,
originando a conformacao E2. O balango espacial e de cargas no local de ligagdo do calcio é&,
como ja referido, compensado pela incorpora¢dao de moléculas de 4dgua e protonacdo dos
residuos (Obara ef al., 2005). Contudo, através de agitagdo térmica, os protdes sdo libertados
para o citoplasma e dissipados pela membrana do RS, sendo o estado conformacional E2, a
pH 7 um estado de transi¢do o que permite que a proteina volte a conformagdo El apos a
libertagcdo do Pi, sendo que os locais de baixa afinidade sdo inativados enquanto os locais de

elevada afinidade para o célcio sdo regenerados do lado citoplasmatico (Toyoshima, 2008).

L Iembrana

Lumen do RS

Figura 1.18 - Desenho ilustrativo das modifica¢des estruturais da Ca’’-ATPase durante o
ciclo catalitico (Toyoshima, 2008).
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Uma caracteristica importante do ciclo catalitico da Ca®"-ATPase ¢ sua reversibilidade, o
que tem facilitado os estudos do ciclo de transporte. Assim os termos “ADP-sensivel” e
“ADP-insensivel” refletem a capacidade para reverter a fosforilagdo e doar o grupo fosfato de
volta ao ADP, formando-se novamente ATP; a forma “ADP-sensivel” pode reverter essa
fosforilagao enquanto a forma “ADP-insensivel” nao pode reverter ¢ formar de novo o ATP
(Andersen, 1989). De qualquer modo a reacdo global de transporte de calcio pode ser

representada pela reagdo (Jencks, 1989):

2 Ca¥ ioplasma + ATP ——— 2Ca* jymen + ADP + P;

Neste processo de acumulacio de calcio pela Ca* " ATPase do RS verifica-se e ejecdo de
protdes (Madeira, 1980; Madeira, 1982) provavelmente devido a atividade intrinseca da Ca®'-
ATPase (Madeira, 1980), sendo estabelecido que a ejecao de protdes € um processo normal da
atividade da Ca®"-ATPase, pois o processo ¢ inibido pelo inibidor especifico da Ca*"-ATPase
(Aureliano e Madeira, 1994b).

Em termos praticos, a reversibilidade da acumula¢do de ides pode acontecer em duas
situagoes distintas: o primeiro caso acontece quando VRS previamente saturadas do ido calcio
sdo colocadas num meio em que o ido célcio estd ausente, nestas condi¢des as VRS podem
sintetizar ATP a partir de ADP e Pi a custa de um efluxo de dois ides calcio por cada
molécula de ATP sintetizado (de Meis e Inesi, 1982). No segundo caso pode ocorrer
reversibilidade na auséncia de um gradiente de calcio em que vesiculas “leaky” sintetizam o
ATP, descrevendo o ciclo catalitico, passo a passo no sentido inverso (Inesi, 1985; Mintz e

Guillian, 1997).

1.8.4 Ca’*-ATPase um alvo de a¢io de farmacos

As bombas i6nicas desempenham um papel importante na manuten¢do fisiologica de ides.
Alteragdes a homeostasia de ides implicam um funcionamento celular desregulado, o que
pode conduzir ao aparecimento de patologias. A Ca>"-ATPase, sendo uma bomba iénica que
tém um papel importante na homeostasia do célcio, contribui para a manutengdo das funcgdes
celulares. Alteragdes no funcionamento da Ca*"-ATPase podem provocar consequéncias nas
fungdes celulares. O excesso ou a deficiéncia de Ca>” podem levar: a rapida morte celular por
necrose, ou a indu¢do da morte celular programada (apoptose); a alteragdo do processo

excitacao-contragao muscular, entre outros efeitos.
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A atividade destas bombas i6nicas pode ser modulada por diversas moléculas, entre as quais
alguns farmacos e também oxometalatos com propriedades terapéuticas. Deste modo quer a
Ca’"-ATPase, quer outras bombas idnicas, sdo alvos da terapéutica conhecida por alguns
farmacos. Neste sentido foi feita uma analise no capitulo 7 a agdo de farmacos em bombas
16nicas, comparando-se mecanismos e sitios de ligacdo de farmacos inibidores de bombas

i6nicas com oxometalatos e polioxometalatos.
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2 Objetivos

Os sistemas envolvidos na regulagdo de ides na biologia celular, nomeadamente
translocadores, bombas e organelos subcelulares constituem excelentes modelos para avaliar a
toxicidade de compostos. No presente estudo, serdo analisados os efeitos de compostos
conhecidos como tendo propriedades insulino-miméticas nos sistemas envolvidos na
homeostasia de calcio. Este estudo contribui para o esclarecimento dos mecanismos celulares
de toxicidade em alvos celulares de substancias com aplicagdes na farmacologia.

A concretiza¢dao do estudo pretendido tem como objetivo geral estudar a interagdo de
sistemas translocadores de ides, nomeadamente a Ca’’-ATPase de RS, com compostos
potencialmente insulino-miméticos, como oxometalatos de vanadio, em especial o vanadato e
decavanadato, mas também de molibdénio, tungsténio e nidbio, avaliando e comparando os
seus efeitos na atividade da Ca**-ATPase de RS, isto é, na hidrolise de ATP associada a
translocagio de calcio. Além dos efeitos que os oxometalatos induzem nas fungdes da Ca”"-
ATPase de RS pretende-se esclarecer o modo de atuacdo dos oxometalatos na funcdo e
estrutura da Ca®"-ATPase de RS. Para tal, recorreu-se a técnicas bioquimicas e biofisicas,
nomeadamente técnicas de isolamento e purificagdo, técnicas espetroscopicas e estudos

cinéticos.

Numa primeira fase realizaram-se os seguintes estudos:

« Isolamento e purificagio de Ca**-ATPase de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico (VRS) de
musculo-esquelético de coelho; Quantificagio e anélise do grau de pureza da Ca**-ATPase de
RS; Verificagdo da atividade da Ca*-ATPase de RS através de métodos enzimaticos para

avaliar a capacidade da Ca®"-ATPase de RS para os estudos cinéticos.

Numa segunda fase, através de estudos in vitro dos efeitos toxicos dos compostos insulino-
miméticos em sistemas sub-celulares envolvidos na regulacdo de i0es. Estes estudos
compreendem estudos cinéticos, em que se pretende avaliar a variagio de atividade da Ca'-
ATPase de RS em diferentes condigdes, na presenca ou auséncia de solugdes dos
oxometalatos de modo a verificar ou caracterizar, entre outros:

* O tipo e o grau de inibi¢ao (ICsyp) dos diferentes compostos potencialmente insulino-
miméticos, quantificando desta forma a potencia toxica relativa dos diferentes oxometalatos.

« O efeito do tempo de incubagio na atividade da Ca®* ATPase.
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* Se o grau de inibigdo (ICsp) induzido pelos oxometalatos serd alterado por efeito da adigao
de um agente redutor como o DTT, ou de agentes antioxidantes, de modo a esclarecer se a
atividade da Ca>*-ATPase de RS poder4 estar relacionada com o seu estado de oxidagio.

Foram ainda efetuados estudos da interagio dos oxometalatos com a Ca*"-ATPase por
espetrofotometria de absor¢do atomica, espetroscopia de °'V-RMN, EPR e espetroscopia de
Raman de modo a complementar e ou confirmar indicagdes reveladas pelos estudos de
cinéticos, bem como elucidar aspetos da interacdo dos oxometalatos na estrutura e fun¢do da
Ca*"-ATPase de RS.

De entre estes estudos salienta-se a novidade na utilizagdo da Espetrofotometria de
Absor¢io Atomica (EAA) no estudo da interagdo dos oxometalatos com a Ca’"-ATPase de
RS, onde se pretende avaliar e quantificar a interagdo dos oxometalatos, em especial a espécie
decavanadato, com a Ca’"-ATPase, nomeadamente para a determinagdo da constante de
dissociacao e da estequiometria de ligagdo metal:proteina.

Através de estudos da interacdo de Ca’*-ATPase de RS com oxometalatos de vanadio
por espetroscopia de °'V-RMN e EPR, caracterizou-se a composi¢do das solugdes de
vanadato e decavanadato, e analisou-se a interagdo da espécie decavanadato com a Ca*'-
ATPase de RS de modo a correlacionar os estudos cinéticos com os resultados obtidos na
interaco dos oxometalatos com Ca”*"-ATPase de RS por EAA e por RMN.

Por espetroscopia Raman, analisaram-se diferengas nos espetros da Ca*’-ATPase de
RS em suas diferentes conformagdes e verificou-se em estudos complementares a interagao
destes oxometalatos com propriedades insulino-miméticas com a Ca’’-ATPase de RS, de
modo a verificar alteragdes estruturais induzidas pelos oxometalatos, bem como as
conformagdes induzidas pelos diferentes oxometalatos.

Finalmente, fez-se um estudo comparativo do modo de acdo de 44 farmacos e
oxometalatos com trés tipos de bombas idnicas, perspetivando aplicagdes terapéuticas de

futuros farmacos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Todos os reagentes para preparacao de solugdes e solugdes tampao utilizados foram de grau
analitico quimico e adquiridos a empresas especializadas. Metavanadato de amonio, tungstato
de sodio e molibdato de sodio foram comprados a Riedel-de-Haén. Decaniobato de
tetrametilamonio hexahidratado [N(CHz3)4]6[Nb;oO258]6H,0O foi produzido de acordo com o
descrito (Ohlin et al., 2008; Ohlin et al., 2009a) e gentilmente enviado pelo Professor Doutor
William Casey da Universidade da California. ATP, isento de vanadio, foi adquirido a
empresa Sigma. Todos os outros reagentes foram de de grau analico bioquimico e fornecidos

pelas empresas Merck, Roche. Sigma ou BDH (British Drug Houses).

3.2 Preparaciao de solucoes de oxometalatos

3.2.1 Solugoes de vanadato

As solucdes “stock” de vanadato foram preparadas a partir de metavanadato de amonio
(NH4VO3) que foi dissolvido em H,O com resistividade de 18,2 MQecm a 25 °C, numa
concentracdo de 50 mM, mediante agitagdo magnética e aquecimento e ajustou-se o pH a 7,0.
A soluc¢do assim preparada ¢ incolor.

A solucdo de decavanadato, com 50 mM de vanadio total foi preparada com parte da
solugdo de metavanadato previamente preparada, ajustando-se o pH a 4,0, de acordo com os
métodos descritos na literatura (Soares et al., 2008b; Aureliano e Crans, 2009). A coloragao
amarela obtida apds a acidificagdo revela a presenca de decavanadato (Aureliano, 2009;
Aureliano e Crans, 2009). Sabe-se que a cinética de decomposi¢do do V¢ determinada por
absorvéncia ao comprimento de onda de 400 nm no meio reacional (Aureliano e Crans, 2009)
apresenta um decaimento de absorvéncia de primeira ordem com um tempo de semivida
estimado de cerca de 12 horas, quando efetuado com 0,1 mM de concentragdo da espécie
decamérica no ensaio (correspondente a 1 mM de vanadio total) o que estd de acordo com
estudos anteriores (Soares et al., 2007b). Por isso, nos trabalhos efetuados as concentragdes
de Vo usadas e tempos de incubagdo e analise permitem dizer que teremos quase
exclusivamente a espécie decamérica nas solugdes de Vjo. Relativamente a solucdes de

vanadato estudos por espetroscopia de RMN (Aureliano e Madeira, 1994a; Soares et al.,
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2007b) mostraram que solugdes acima de 1 mM contém as espécies monoméricas, diméricas

ou tetraméricas de vanadio.

3.2.2 Solug¢des de molibdato
As solugdes “stock” de molibdato foram preparadas a partir de molibdato de sédio que foi
dissolvido em H,0O com resistividade de 18,2 MQ-cm a 25 °C, numa concentracao de 50 mM.

Ap6s a dissolucdo, o pH foi ajustado a 7,0.

3.2.3 Solucoes de tungstato
As solugdes “stock” de tungstato foram preparadas a partir de tungstato de sodio que foi
dissolvido em H,O com resistividade de 18,2 MQecm a 25 °C, numa concentracao de 50 mM.

Ap6s a dissolucdo, o pH foi ajustado a 7,0.

3.2.4 Solucodes de decaniobato
As solucdes de decaniobato foram preparadas em agua com resistividade de 18,2 MQecm a
25°C, numa concentracdo 10 mM ajustando-se o pH a 6,0. As solugdes de decaniobato sdao

estaveis nestas condi¢des (Ohlin ef al., 2008; Ohlin ef al., 2009a).

Todas as solugdes foram armazenadas a 7 °C e mantidas em gelo sempre que utilizadas. Nas
concentragdes usadas nos ensaios a adi¢ao das solugdes dos metais ndo alteram o pH do meio

reacional.

3.3 Isolamento de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico (VRS) de musculo-esquelético
de coelho
O isolamento das vesiculas de reticulo sarcoplasmatico foi realizado pelo método descrito por
Carvalho e Leo (Carvalho e Leo, 1967), modificado por da Costa e Madeira (Gomes da Costa
e Madeira, 1986), tendo-se adicionado um passo adicional, com o objetivo de remover a
glicogénio fosforilase e enzimas associadas como sugerido por Cuenda (Cuenda et al., 1994).
A fragdo microsomal do musculo-esquelético de coelho contendo vesiculas de reticulo
sarcoplasmatico pode ser obtida por aplicagdo da técnica de centrifugagdo diferencial
(Aureliano, 1995) ao homogeneizado de musculo-esquelético de coelho que ¢ constituido por
células fragmentadas. A centrifugagdo diferencial ¢ uma técnica separativa que permite isolar

os diferentes componentes celulares com base na velocidade de sedimentagao de particulas
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com diferentes tamanhos e densidades, mediante o uso de varias forgas centrifugas crescentes
(Wilson e Walker, 2005).

O método utilizado envolve um passo de eliminacdo de proteinas contracteis
(presentes em solugdo), por solubilizagdo em solugdes de forga ionica elevada uma vez que
apo6s a centrifugacdo da solucdo, os fragmentos que devem sedimentar sdo os fragmentos de
RS longitudinal.

Todo o material, bem como as e solucgdes utilizadas foram previamente refrigerados e o
isolamento decorreu a 4 °C como a seguir se descreve:

1. Sacrificou-se um coelho, doméstico, jovem por deslocamento cervical (pancada
rapida atrds do pescogo), cortando-se em seguida a artéria jugular, de modo a
permitir o sangramento.

2. Esfolou-se o animal, expondo-se os musculos dorsais e das pernas, passou-se por
agua com resistividade de 18,2 MQecm a 25 °C, e colocou-se num tabuleiro com
gelo.

3. Removeram-se os tecidos conjuntivos e a gordura que envolvia o tecido muscular,
retirando-se em seguida os musculos dorsais e os musculos brancos das coxas, que
se lavaram com H,O com resistividade de 18,2 MQecm a 25 °C. Cortaram-se 0s
musculos retirados para um copo € pesaram-se.

4. Trituraram-se os musculos com um moedor de carnes, adicionando-se tampao de
isolamento na propor¢ao 1:1 (v/v), contendo KCI 0,1 M, Tris-HCI 10 mM pH 7,0,
B-mercaptoetanol 2,5 mM e PMSF 5 uM, os dois tltimos reagentes apenas foram
adicionados a solugdo de isolamento no inicio do procedimento.

5. A suspensdo assim obtida foi colocada num homogeneizador de laminas (Waring
blender), adicionando-se tampdo de isolamento até uma proporcao de 2,5:1 (v/v)
relativamente ao volume da suspensao inicial de musculo.

6. Homogeneizou-se durante 5 segundos a uma velocidade relativamente baixa
(velocidade 1 ~18500 rpm) e, em seguida, durante 15 segundos a velocidade mais
elevada (velocidade 2 ~ 22500 rpm).

7. Apo6s 30 segundos de repouso, a suspensdo foi novamente homogeneizada a
velocidade 1 durante 20 segundos, sendo posteriormente homogeneizada a
velocidade 2 durante o mesmo tempo. Obteve-se assim o homogeneizado,

constituido por fragmentos da sarcolema e conteudos celulares (fragmentos de
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

células musculares, mitocondrias, nucleos, miofibrilas e vesiculas de RS
longitudinal (Gomes da Costa e Madeira, 1986).

O homogeneizado foi centrifugado a 8000 g, num rotor JA 14, durante 20 minutos
e a 4° C, numa centrifuga Beckman J2 MC. Desprezou-se o sedimento (constituido
por fragmentos de célula, sarcolema, nucleos, mitocondrias, miofibrilas).

Filtrou-se o sobrenadante através de 4 camadas de gaze lavada com meio de
isolamento e refrigerada (removendo-se restos de gordura, tecido conjuntivo, e
componentes sub-celulares mais pesados como mitocoOndrias, peroxissomas,
lisossomas e nucleos ou outros que tenham ficado). Centrifugou-se este filtrado
como anteriormente (passo 8).

O sobrenadante foi novamente filtrado através de 4 camadas de gaze refrigerada e
lavada com solu¢do tampao de isolamento. Retirou-se uma amostra do
sobrenadante resultante, também denominado sobrenadante pos-mitocondrial, por
em principio se terem desprezado as mitocondrias e por ser composto
maioritariamente por VRS.

Centrifugou-se o filtrado p6s-mitocondrial durante 60 minutos a 40000 x g e a 4°C
num rotor JA 20. Desprezou-se o sobrenadante e retirou-se uma amostra deste:
amostra 3. Neste passo dever-se-do ter separado sarcolemas, tibulos-T e outras
membranas leves, das VRS.

Ressuspendeu-se o sedimento no menor volume de uma solu¢do de lavagem
contendo KCI 0,6 M e Tris-HCI 10 mM pH 7.0. Este procedimento foi sempre feito
com o auxilio de um potter tipo Elvehjem, num equivalente a 3 ou 4 passagens a
200 rpm.

A suspensdo foi diluida com a solu¢do de lavagem numa propor¢do 6:1. Com esta
etapa de solubilizacdo procedeu-se a um aumento da forg¢a idnica do meio
envolvente das proteinas contracteis residuais, e outras proteinas facilmente
solubilizadas, hidratando-as.

Centrifugou-se a suspensao durante 35 minutos, a 78000 x g e 4°C num rotor Ti.
Desprezou-se o sobrenadante, recolhendo-se previamente uma amostra: amostra 4.
Recolheu-se por fim o sedimento final, cuidadosamente, de modo a evitar um
pequeno ponto central (presumivelmente uma fracdo mitocondrial) e ressuspendeu-
se no menor volume possivel da solucdo de isolamento, com a ajuda de um

pequeno potter (previamente refrigerado e lavado com a mesma solugio).
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16. Procedeu-se entdo a divisao da suspensao em aliquotas, as quais se adicionou igual
volume (1:1) de sacarose 2 M. A adig¢do de sacarose, em concentragdes elevadas
permite a preservacao da funcionalidade das amostras microssomais. Uma vez que
as membranas ndo sdo permeaveis a sacarose, a remog¢do da agua da estrutura
membranar (por osmose) evita a danificacdo da estrutura das VRS inerente ao
processo de congelacao (Gomes da Costa e Madeira, 1986).

17. Procedeu-se a homogeneizagdo pelo vortex seguindo-se a imediata imersdo das
aliquotas em azoto liquido. Este passo ¢ essencial para o armazenamento uma vez
que o congelamento rapido das fragdes membranares previne a formagdo de cristais
de gelo que deteriorariam as membranas de RS.

18. As preparacdes foram armazenadas a -80 °C.

3.4 Caracterizacio da Ca’*-ATPase de RS

3.4.1 Quantificacdo do teor em proteina nas VRS expresso em quantidade de Ca’'-
ATPase pelo método de Bradford

A quantificagdo do teor em proteina nas VRS foi feita pelo método de Bradford que consiste
na adicdo de uma solucdo de reagente de Bradford as amostras de proteina a quantificar,
formando-se um complexo corado que ¢ medido quantitativamente por espetrofotometria
visivel a 595 nm (Bradford, 1976). Esta técnica tem como base o facto de utilizar o corante
“Coomassie brilliant blue” G-250 (Compton e Jones, 1985), um corante aniénico que interage
com as proteinas desenvolvendo uma coloragdo azul, que pode ser detetada por
espetrofotometria (Mikkelsen e Corton, 2004). Este corante absorve entre 470 e 650 nm, mas
apresenta uma absorvéncia maxima a 595 nm quando se liga a proteinas.

O método apresenta um limite de detecdo abaixo de 20 pg/mL de proteina. Uma das
suas limitagdes ¢ o facto de apenas se ligar aos aminodcidos denominados de basicos (pH
fisiologico).

Para a quantificagdo das VRS do musculo-esquelético de coelho fez-se primeiro uma
reta de calibragdo com 2,4,6,8 ¢ 10 pg de proteina obtida através da preparacdo de amostras
de albumina de soro bovino (BSA) com concentracdo conhecida (Tabela 3.1). Para tal
utilizou-se uma concentragdo de BSA de 0,5 mg/mL. Apos a adi¢do do BSA ao tampao de

isolamento (KCl 0,1 M, Tris maleato 10 mM, pH 7,0) e dgua com resistividade de
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18,2MQecm a 25 °C, agitaram-se as amostras no vortex. Adicionou-se reagente de Bradford
(na proporg¢do 1:1), homogeneizou-se novamente e deixou-se em repouso 5 minutos.

Num espetrofotometro SHIMADZU UV-2410 PC, leram-se os valores de absorvéncia
das amostras a 595 nm e elaborando-se posteriormente um grafico de absorvéncia a 595 nm

versus quantidade de proteina.

Tabela 3.1 — Condigdes para determinagdo da curva de calibragdo para determinar o teor em
proteina pelo método de Bradford.

BSA BSA Meio H,O Volume final
(ng) (ML) (HL) (HL) (HL)

0 0 5 595 600

2 4 5 591 600

4 8 5 587 600

6 12 5 583 600

8 16 5 579 600

10 20 5 575 600

Para a determinacdo da concentracdo da proteina adicionou-se 50 pL. de amostra (VRS
sem sacarose), 443.75 uL de tampao de isolamento (KCl 0,1 M, Tris maleato 10 mM, pH 7,0)
€ 6,25 pL de SDS 10% ([SDS]sina 0,125%, percentagem de SDS tolerada neste método, isto €,
ndo causa interferéncia com o reagente de Bradford), homogeneizando-se. As amostras assim

tratadas ficaram diluidas 10 vezes e analisadas em triplicado segundo a Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Condi¢des de analise para determinagdo do teor em proteina nas amostras de
Ca’"-ATPase.

Replicados Amostra (uL) H,O (uL)  Volume final (uL)

Ay 5 595 600
A 5 595 600
Az 5 595 600

Posteriormente, adicionou-se o reagente de Bradford (na propor¢do 1:1, € que no
nosso caso foram 600 pL). Verificou-se a absorvéncia e interpolou-se através do reta de
calibragdo a quantidade de proteina, tendo em conta as diluicdes efetuadas anteriormente a

concentra¢do de proteina foi determinada pela Equacao 3.1.
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)

[Amostra] (mg/mL) = amostra(uL)

x 10 (dilui¢ao) (Equagdo 3.1)

3.4.2 Eletroforese em condicoes desnaturantes SDS-PAGE

O estado de pureza das preparagdes de Ca®"-ATPase isoladas foi analisado por eletroforese
em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes na presenca de dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE), método que separa e identifica as proteinas de acordo com a sua massa
molecular (Hames, 1998; Weber e Osborn, 1969).

A eletroforese descreve a migragdo de particulas carregadas quando sujeitas a um
campo elétrico. A SDS-PAGE (Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
so6dio) ¢ uma técnica bastante utilizada para monitorizar o processo de purificagdo de uma
proteina, uma vez que se baseia na separacao das proteinas de acordo com o seu tamanho, e
pode ser também utilizada para determinar a massa molecular de proteinas.

O SDS ¢ um detergente anidnico capaz de ligar fortemente as proteinas e ¢ utilizado
no tratamento das amostras. Numa primeira fase as proteinas sofrem uma desnaturacio
térmica, em tampao de amostra contendo B-mercaptoetanol (agente redutor das ligacdes
dissulfito) e SDS. O primeiro composto ¢ utilizado para quebrar as ligagdes dissulfito (S-S)
envolvidas na estrutura terciaria da proteina enquanto o SDS auxilia a desnaturagdo ligando-
se fortemente a proteina anulando todas as cargas positivas existentes. Cada molécula de SDS
liga dois residuos de aminoacido, o que confere uma carga total negativa a proteina
desnaturada proporcional a sua massa e qualquer tentativa de “‘folding” proteico ira resultar
numa repulsdo eletronica por parte das moléculas de SDS (Wilson e Walker, 2005).

Assim, quando uma mistura de proteinas, todas carregadas negativamente devido ao
SDS, mas com massas diferentes, ¢ submetida a um campo elétrico, as proteinas migram a
diferentes velocidades em dire¢do ao anodo do aparelho eletroforético (Hames, 1998)
dependendo da respetiva massa molecular. A mobilidade eletroforética das proteinas sera
tanto maior quanto menor a sua massa molecular (Wilson ¢ Walker, 2005; Voet ¢ Voet,
2011), tal como seguidamente se explica.

A velocidade de migracdo das proteinas (v) ¢ diretamente proporcional a diferenga de
potencial aplicada a uma carga (Eq) e inversamente proporcional a resisténcia provocada pela
fricgdo das proteinas ao longo do gel. A fric¢ao exercida pelas moléculas é medida através do

tamanho da proteina, da forma da proteina, pelo tamanho da rede criada pelo gel de
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poliacrilamida e pela viscosidade do tampao, v = Eq/f, em que f'¢ o coeficiente de fric¢do. O
coeficiente de friccdo depende da viscosidade do meio, # , e do raio da molécula, » (f =
6mnr). Normalmente a mobilidade eletroforética (1) € a razao entre a velocidade e a diferenga
de potencial (E), u = v/E, substituindo o v, temos u = ¢/f, em que g € a carga da molécula
(constante). Consequentemente a migracao das moléculas depende exclusivamente da relagao
carga/massa e da resisténcia que estas oferecem a rede criada pelo gel (Mikkelsen e Corton,
2004; Wilson e Walker, 2005; Voet e Voet, 2011). Como a carga da molécula ¢ a mesma a
velocidade de migracdo s6 depende do coeficiente de fric¢do (f') que € proporcional a massa
da proteina.

As celetroforeses foram efetuadas num sistema SDS mini-protean descontinuo
constituido por dois géis de diferentes concentracdes: o gel de separacdo de 7,5 % de
acrilamida e o gel de concentragio de 4% de acrilamida de acordo com a tabela 3.3.

O gel de concentragdo permite concentrar a amostra numa banda densa de acordo com
as massas moleculares antes de os componentes serem resolvidos (Robyt e White, 1996)
enquanto o gel de separagdo a 7,5 % de acrilamida € o ideal para o fracionamento de uma
mistura de proteinas (Hames, 1998) na ordem das massas moleculares que se encontram nas

VRS.

Tabela 3.3 - Reagentes e volumes utilizados na preparagdo dos géis de separagdo e
concentracao.

Gel de separagdo 7,5 % Gel de concentragao 4 %
Reagentes
(uL) (uL)
Acrilamida 30 % 1250 400
Tampao Tris-HC1 1,5 M pH 8.8 1250 -
Tampao Tris-HC1 1,5 M pH 6.8 - 750
SDS 10% 50 30
H,0O 2420 1800
PSA 10% 25 15
TEMED 3.33 5
Volume final 5000 3000

Preparou-se o gel de separacdo com uma percentagem de poliacrilamida de 7,5%,

adicionando-se, pela seguinte ordem e com os volumes indicados na tabela 3.3, uma solugao
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de acrilamida 30 % (m/v), tampao de separagdo (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 4x concentrado),
SDS 10 % e agua com resistividade de 18,2 MQscm a 25 °C. Por fim para promover a
polimerizacao adicionou-se PSA 10 % ¢ TEMED como catalizador. Agitou-se e colocou-se a
polimerizar no sistema de vidros da eletroforese previamente montados. Colocou-se agua de
modo a impedir a desidratacdo do gel e impedindo o contacto do mesmo com o oxigénio.
Apds a polimerizagdo, cerca de 30 minutos, retirou-se a H,O e preparou-se o gel de
concentragdo, 4% acrilamida. Para tal adicionou-se pela seguinte ordem e com os volumes
indicados na tabela 3.3, uma solugdo acrilamida 30 %, tampao de concentragdo (0,5 M Tris,
pH 6,8; 4 vezes concentrado), SDS 10 %, dgua com resistividade de 18,2 MQecm a 25 °C ¢
por fim PSA 10 % e TEMED. Apos agitacdo suave colocou-se sobre o gel de separacdo
deixando-se polimerizar durante cerca de 30 minutos. Apds a polimerizagdo transferiu-se o
gel para a tina de eletroforese, na qual foi adicionado o tampao de eletroforese do dnodo (Tris
25 mM, glicina 192 mM; SDS 0,1% (m/v) e acetato de so6dio 0,1 M, pH 8,3) e o tampao de
eletroforese do catodo (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (m/v), pH 8,3). As amostras
foram preparadas para um volume final de 100 puL dos quais apenas 25 pL correspondem ao
tampao de amostra (Tris-HCI 320 mM, pH 6,8; B-mercaptoetanol 0,4 M, SDS 8%, glicerol
15% (v/v) (confere densidade a amostra) e azul de bromofenol 0,024 % (marcador da frente
de migracdo). Colocaram-se as amostras em agua a ferver durante 5 minutos e adicionou-se
aos pocos 20 puL. de cada amostra retirada do isolamento da proteina. Reservou-se um poco de
cada gel para adicionar 5 pL de solucdo de marcadores proteicos de baixa massa molecular
(LMW) e outra para o marcador de alta massa molecular (HMW) (Tabela 3.4). Aplicou-se um
campo elétrico de 100 V ao gel durante aproximadamente 1 hora.

No final da migracdo, retirou-se o gel e colocou-se numa tina com solu¢do corante
contendo (“Coomassie Brilliant Blue” 0,2% com metanol 45% (v/v) e acido acético glacial
10%) aproximadamente 1 hora. Apds coloracdo deixou-se o gel em solucdo descorante
(metanol 10% (v/v) e de 4cido acético glacial 10% (v/v) até ser possivel clarificar as bandas
presentes, para tal substitui-se a solu¢do descorante varias vezes.

A massa molecular das proteinas foi determinada interpolando-se as suas mobilidades
eletroforeticas relativas e efetuando-se a curva padrao log (massa molecular) versus Ry,

relagdo linear de acordo com a equagdo 3.2.

. . migracdo da proteina (mm) N
Ry (mobilidade relativa)=— — (Equagdo 3.2)
migra¢do do marcador (mm)
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Através desta e por interpolacdo da mobilidade das bandas presentes nas amostras ¢
possivel concluir o grau de pureza das proteinas (Mikkelsen e Corton, 2004; Wilson e Walker,
2005; Voet e Voet, 2011).

Posteriormente, procedeu-se a analise densitométrica dos géis usando o programa
Quantity One Version 4.2.1 para a determinagdo da quantidade relativa da Ca*"-ATPase nas

VRS que foram isoladas.

Tabela 3.4 — Marcadores moleculares utilizados na SDS-PAGE.
Marcadores moleculares (Sigma)

HMW kDa LMW kDa
Miosina 205 Albumina 66
B-galactosidade 116 Ovalbumina 45
Fosforilase b 97 | Gliceraldeido-3-P-desidrogenase 36
Fritose-6-P-cinase 84 Anidrase carbonica 29
Albumina 66 Tripsinogénio 24
Desidrogenase Glutamica 55 Inibidor da tripsina 20

Ovalbumina 45 a-lactalbumina 14,2
Gliceraldeido-3-P-desidrogenase 36 Aprotinina 6,5

3.4.3 Estudo da atividade da Ca**-ATPase de RS

Os métodos analiticos para ensaios enzimaticos podem ser classificados como continuos e
descontinuos. Neste trabalho foram utilizados métodos continuos que medem a alteracdo de
algumas propriedades, nomeadamente a absorvéncia, no ensaio enzimatico ao longo do
tempo.

Muitos substratos absorvem na zona do visivel ou do ultravioleta e uma variagao na
absorvéncia no decorrer do ensaio ¢ utilizado como base para o calculo da atividade
enzimdtica. No entanto, existem muitos que ndo exibem estas propriedades e podem ser
acoplados a outras reagdes enzimaticas através de intermediarios comuns. Inimeros ensaios

acoplados utilizam como base a formag¢ao ou no consumo de NADH de acordo com as

seguintes reagoes:
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ADP + PEP ————— ATP + piruvato

cinase de piruvato

desidrogenase de lactato

piruvato + NADH «————— lactato + NAD"

Uma vez que o NADH absorve a 340 nm, este ¢ utilizado num elevado niimero de
ensaios enzimaticos (Fersht, 1999; Wilson e Walker, 2005)

A atividade da Ca®"-ATPase foi estudada, na presenga de varios oxometalatos ou
auséncia (controlo), pelo método acoplado (Meissner, et al., 1973; Cuenda et al., 1990; De
Foresta et al., 1994; Aureliano et al., 2008) na presenca de NADH e ATP para regenerar o
sistema. Os ensaios foram realizados com as VRS isoladas previamente diluidas a 1mg/mL
com uma concentrac¢ao de sacarose 0,25 M.

A atividade da Ca*"-ATPase de RS foi medida espetrofotometricamente a 25° C e
340nm, utilizando as enzimas associadas cinase de piruvato/desidrogenase de lactato nos
ensaios, nas seguintes condi¢des: KC1 0,1 M, HEPES 25 mM (pH 7.0) e MgCl, 5 mM, CaCl,
50 uM, fosfoenolpiruvato 0,42 mM, desidrogenase de lactato 18 UlI, cinase de piruvato 7,5 Ul
e ATP 2,5 mM. Nesta situacao procedeu-se ao auto zero. Posteriormente adicionou-se NADH
0,25mM, deixando-se estabilizar o valor de absorvéncia, antes de se iniciar a rea¢dao. O ensaio
inicia-se apos a adicao de 10 pg/mL de VRS e terminando 15 minutos depois com a adi¢ao de
um iono6foro A23187 (calcimicina) 4% (m/m) relativamente a massa de proteina. Nas
condicdes descritas foram efetuados sempre ensaios de controlo, ou seja na auséncia de
metais ou na presenga de oxometalatos tais como vanadato, decavanadato, decaniobato,
tungatato e molibdato. Também se procedeu a ensaios de medic¢ao da atividade na auséncia ou
presenga de antioxidantes tais como: glutationa (I mM), quercetina (10 uM) e canferol
(10uM) ou na auséncia e presenca de agentes redutores como o DTT. As solugdes dos metais
ou antioxidantes ou redutores foram adicionadas sempre antes da adi¢do da proteina. Nas
concentragdes utilizadas verificou-se que, por adigdo de 40 uM de ADP, as solucdes dos
metais ¢ antioxidantes ndo afetam o sistema enzimatico acoplado usado para medicao da
atividade da Ca**-ATPase presente nas vesiculas de reticulo sarcoplasmatico. Todos os ensaios
foram realizados em triplicado e o célculo da atividade enzimatica foi efetuado de acordo com
a equagao 3.3.

ADO /

. XV . .
Atividade = minuto e (Equagdo 3.3)
ENADH ><\/proteina
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Em que : Vepgaio- volume total no ensaio (1000 pL); Vi roteina- volume de solugdo de proteina
(Img/mL), usou-se um volume de 10 pL em todos os ensaios; ADO — variacdo da
absorvéncia; Eyapy — coeficiente de extingdo molar do NADH a 340 nm, cujo valor é de
6,22 mM'cm™, o que significa que a conversdo de 1 pmol de substrato/mL corresponde a
uma variagdo em absorvéncia de 6,22 DO. A atividade ATPasica calculada foi em nmol
NADH/min/pg ou em nmol NADH/min e expressa em nmol ATP/min/ug ou em nmol

ATP/min visto ser o ATP o substrato da Ca>"-ATPase.

3.5 Estudo da variacio de atividade da Ca**-ATPase com a incubacio em diferentes
solucdes de oxometalatos

A atividade da Ca®"-ATPase foi estudada na presenga ou auséncia (controlo) de vdrios
oxometalatos. Numa primeira fase foram determinados os ICsy para os varios metais. O meio
reacional foi constituido por KC1 0,1 M, HEPES 25 mM (pH 7,0) e MgCl, 5 mM. Adicionou-
se CaCl, 50 uM, fosfoenolpiruvato 0,42 mM, desidrogenase de lactato 18 UI e cinase de
piruvato 7,5 Ul Nesta situacdo procedeu-se ao Auto zero. Posteriormente adicionou-se
NADH 0,25 mM, deixando-se estabilizar a solugdo. O ensaio era iniciado apos a adi¢ao de
ATP 2,5 mM, sendo posteriormente adicionadas as VRS. O ensaio terminou com a adi¢ao de
um ionoforo de célcio A23187 a 4 % (m/m).

Posteriormente, o valor de ICsy determinado foi utilizado para realizar os ensaios de
incubagdo. Estes ensaios foram efetuados incubando as VRS durante 0, 15, 30, 60 ¢ 120
minutos. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Foram efetuados todos os calculos
necessarios através de regressao linear, calculou-se a atividade enzimatica e determinou-se o
valor da percentagem de inibi¢do para cada solugdo de cada um dos oxometalatos para cada

condicdo experimental. Os céalculos efetuados tiveram como base as equagdes 3.3 e 3.4.

Atividade (%) = Atividade enzimdticdosometalto . | ()() (Equagdo 3.4)

Atividade enzimaticacyntrolo
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3.6 Determinacao de residuos de cisteina reduzidos

A titulagdo dos residuos de cisteina acessiveis reduzidos presentes na Ca*"-ATPase de RS foi
realizada na auséncia de agentes desnaturantes e usando o reagente DTNB (acido 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzodico)) de acordo com o indicado em trabalhos anteriores (Fohr et al.,
1989; Soares et al., 2007¢c; Soares et al., 2008b; Ramos et al., 2009), usando o coeficiente de
extingdo molar de 14150 M'.cm™ a 412 nm para o produto da reagio TNB (2-nitro-5-
tiobenzoato). Os ensaios foram efetuados num meio contendo HEPES 25 mM (pH 7,0) KCl
100 mM e MgCl, 5 mM e tampdo fosfato de sdédio 55 mM (pH 7,2). Foram feitos ensaios
controlo com 0,2 mL de VRS (1 mg/mL) na auséncia de metais ou antioxidantes e seguiu-se a
reagdo durante 5 minutos. Foram ainda realizados ensaios com vanadato, decavanadato,
decabionato, tungstato ou com molibdato adicionado ao meio. Neste caso, incubou-se durante
5 minutos antes da adi¢do de 0,2 mL de VRS (1 mg/mL). Foram ainda efetuados, nas mesmas

condicdes ensaios na auséncia ou na presenca de antioxidantes tais como: quercetina (100uM)

e canferol (100 puM).

3.7 Estudos por espetroscopia de absor¢io atéomica da interagiio de Ca*’-~ATPase com
oxometalatos de vanadio

A determinacdo da concentragio de vanadio, em ensaios na presenca de Ca’’-ATPase de
VRS, foi realizada por espetroscopia de absorcao atomica (EAA). A espetroscopia de
absor¢ao atomica (EAA) ¢ uma técnica bastante seletiva bem como bastante sensivel
(Rubinson e Rubinson, 1998) e consequentemente ¢ utilizada para a andlise de metais
vestigiais num elevado numero de amostras, incluindo amostras biologicas (Broekaert, 2002).
Em geral as concentragdes atomicas nao sdao medidas diretamente em solugdo, isto €, os
atomos tem de ser volatizados, num processo chamado de atomizagao em que através duma
chama ou eletrotermicamente as amostras do elemento a analisar sdo submetidas a
temperaturas elevadas de modo a dissociarem as suas ligagdes quimicas e obter os elementos
quimicos no estado de vapor atémico. Neste estado atomizado, o elemento é capaz de emitir
ou absorver radiagdo monocromatica no respetivo comprimento de onda, o que se traduz num
pico de absor¢do cuja altura ou area pode ser usada para quantificacdo pela lei de Lambert-
Beer (Rouessac e Rouessac, 2001 Wilson e Walker, 2005). A atomizagdo de elementos pode
ser realizada num atomizador de chama ou eletrotérmico, dependendo da amostra e/ou metal

em questao (Skoog ef al., 1998).
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Na EEA eletrotérmica o espetrofotometro possui uma camara de grafite que pode ser
aquecida eletrotermicamente até 2800 ° C. A camara de grafite funciona como uma cavidade
Otica onde a amostra ¢ injetada e em seguida submetida a atomizagdo. O poder de detecdo ¢
superior pelo facto da amostra ser completamente atomizada e mantida sob a forma de vapor e
dos atomos livres ficarem retidos no reservatorio atdmico por um longo periodo de tempo
(Broekaert, 2002) e apresenta varias vantagens relativamente a atomizagdo por chama,
nomeadamente: maior sensibilidade e o maior tempo de residéncia dos 4tomos no percurso
luminoso (obtenc¢do de sinais mais estaveis, definidos e constantes) (Gongalves, 1996; Skoog
et al., 1998). Tais caracteristicas possibilitam um limite de detecdo cerca de 1000 vezes
superior ao do método por chama, permitindo a detecdo concentragdes na ordem de pg/L
(ppb). Outra vantagem da EAA eletrotérmica ¢ o uso de pequenos volumes de amostra (na

ordem dos microlitros), em solu¢do ou matriz bioldgica (Gongalves, 1996).

3.7.1 Determinacio de limites de detecio e quantificaciao

Os limites de detecdo e quantificagdo do equipamento para as condi¢des de andlise utilizadas
na determinac¢do de vanadio foram determinadas conforme recomendado pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), tendo-se seguido as recomendagdes da
norma ISO 8466-1, os referidos limites foram calculados a partir da estatistica de minimos
quadraticos da reta de calibragdo, admitindo-se que o desvio-padrdo da estimativa representa
o desvio-padrao do branco (ISO 8466-1). Os limites de dete¢do e quantificagdo obtidos para o

vanadio nas condig¢des experimentais utilizadas foram de 5 = 1 e 14 & 3 ppb, respetivamente.

3.7.2 Preparacao das amostras para quantificacido do conteiido em vanadio

A determinacdo da concentragdo de vanédio total existente nos sobrenadantes das amostras
centrifugadas a 40000 g durante 60 minutos, a temperatura de 4 °C, foi efetuada por EAA
eletrotérmica num espetrofotometro de absor¢ao atomica Avanta GBC PAL300-Auto sample,
equipado com um sistema de forno de grafite GBC GF 3000, com um amostrador automatico
GBC PAL 3000, operando segundo pardmetros de amostragem e condi¢des de aquisi¢ao

previamente definidos (Tabela 3.5 e Tabela 3.6).
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Tabela 3.5 — Caracterizagao das condi¢des operatdrias, parametros da camara de grafite e
parametros de amostragem utilizados na EAA eletrotérmica.

Condig¢des operatorias de Parametros da Camara de Parimetros de Amostragem
EAA eletrotérmica Grafite &
Modo de A — _
instrumento Absorvéncia | Etapa 1 Injecgao Padiio 1 5 uL Solugdo (i) 15 uL
Modo d (50 ppb) agua com resistividade
cal?br(z)l(;;o Concentragio | Etapa 2 85°C, 2,0s. de 18,2 MQecm a 25°C
Modo de . 7.5 uL Solugdo (i) 12,5
medida Altura pico | Etapa 3 97°C, 1,0 s. Padrio 2 uL 4gua com
5 (100 ppb) resistividade de 18,2
Corrente 18 mA Etapa4 120 °C, 10,0 s. MQecm a 25°C
Largura da 02nm |Etapa5 1200 °C, 10,0 s. 10 uL Solugao (i) 10
fenda Padrao 3 pL agua com
Comprimento (150 ppb)  resistividade de 18,2
de onda 318,2nm | Etapa 6 1200 °C, 1,0 s. MQecm a 25°C
Introdugdoda o |Etapa7  2700°C, 0.8 s.
amostra Padrao 4 20 L Solucio (i
Constante do (200 ppb) ul Solugao ()
0 Etapa 8 2800 °C, 0,1 s.
tempo
Replicados 3 Amostra 20 pL

(1) Os padroes 1,2 e 3 foram preparados automaticamente por dilui¢do do padrdo 4 com agua
com resistividade de 18,2 MQecm a 25°C.

De acordo com o método descrito anteriormente (Gongalves, 1996), o equipamento foi
calibrado com uma série de solu¢des padriao contendo 50, 100, 150 e 200 ppb de vanadio,
obtidas por diluicdes sucessivas de uma solu¢ao de vanadio concentrada (1002 + 2 mg/L,
Merck), de modo a obter retas de calibracdo que permitiram determinar, por interpolagdo, a
concentra¢cdo de vanadio (ppb) presente em cada uma das amostras. Todas as amostras foram
analisadas em triplicado, sendo injetado na camara de grafite um volume 20 puL. de amostra
que foi submetido a uma vaporizacgao lenta até 700 K (~427 °C), para dispersao de produtos
de decomposigdo volateis, apds o qual a temperatura foi elevada 100 °C acima da temperatura
de atomizacdo (Alloway e Ayres, 1993; Gongalves, 1996; Skoog et al.,1998), para uma

dissociacao completa das suas ligagcdes quimicas (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 — Parametros de programacao da camara de grafite utilizados para a determinagao
da concentracdo de vanadio por EAA eletrotérmica, no espetrofotometro de absor¢do atomica
GBC Avanta.

Temperatura Tempo Fluxo de gas

Etapa Padrao de gas Comando de leitura
(°C) (s) (L/min)
1 85 5 3 Normal Nao
2 95 40 3 Normal Nao
3 120 5 3 Normal Nao
4 1400 5 3 Normal Nao
5 1400 1 3 Normal Nao
6 1400 2 0 Normal Nao
7 2700 1 0 Normal Sim
8 2700 2 0 Normal Sim
9 2700 2 3 Normal Nao

3.7.3 Validacao do método

De acordo com os métodos de referéncia descritos pelo United Nations Environment
Programme (UNEP) em 1990, a exatiddo do método foi avaliada através da analise de
material de referéncia certificado (MRC) para analise de elementos, usando-se o0 TORT-2,
proveniente de hepatopancreas de lagosta do National Research Council of Canada (NRCC),
cujo valor certificado de vanadio ¢ de 1,64 + 0,19 mg/kg.

O MRC TORT-2 foi pesado e sujeito ao mesmo tratamento das amostras de modo a
calcular-se o fator de rendimento do MRC (Z) de acordo com o teste “Z-scores” (Castro,
1997).

_ | Xap = Xv |

S

Xiab , representa o valor da concentragdo de metal obtido no ensaio;

Z

Xy , representa o valor da concentragdo de metal certificado no MRC;
S, representa a unidade de desvio admissivel (desvio padrao da média dos resultados ou a
incerteza de X, ).
O resultado obtido foi avaliado segundo os parametros:
0< | Z | < 2 : Satisfatorio
2<|Z | < 3: Questionavel

| Z | > 3 : Satisfatorio
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Estabelecidos para a classificacao do fator de rendimento do MRC, tendo-se obtido o valor Z

= 1,68 e considerando-se o fator de rendimento satisfatdrio para o método utilizado (Tabela

3.7)

Tabela 3.7 — Valor do fator de rendimento do MRC utilizado segundo o teste “Z-scores” e
valor certificado do MRC para o vanadio.

Concentragao de

MCR TORT-2 Teste "Z-scores"
Vanadio (mg/kg)
Valor
1,64+0,19 0<Z<2
certificado
Valor obtido 1,324£0,23 Z=1,68

3.7.4 Anadlise da interacao das diferentes conformacoes da Ca**-ATPase de RS com
oxometalatos por EAA

A espetroscopia de absorcdo atomica ndo tem sido usada para estudos de interagio da Ca”'-
ATPase de RS com oxometalatos. No presente estudo abrimos a porta ao uso de uma técnica
bastante sensivel que permite estudar interagdes entre proteinas e metais e aplicAmos ao
estudo da interacao de oxometalatos de vanadio V; ¢ Vo com a bomba de célcio.

Para tal foram efetuados ensaios em varias condigdes variando a relacao proteina metal nas
diferentes conformacgdes da bomba de calcio. Todos os ensaios foram realizados fazendo
variar a relagdo entre a quantidade de V; e Vo e proteina em puM (numa propor¢ao 10:1, 2:1,
1:1 1:2). Os ensaios foram feitos no meio reacional contendo KCI 0,1 M, HEPES/KOH
25mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM:

a) Com CaCl, 50 uM e sem ATP

b) Com CaCl, 50 uM e ATP 0,25 mM

¢) Com EGTA 0,5 mM

d) Com EGTA 0,5 mM e fosfato de sédio 5 mM

3.7.5 Determinacio da estequiometria da ligacio do decavanadato a2 Ca**- ATPase de
RS

A) Método Job padrio
Incubou-se concentra¢des crescentes de decavanadato entre 0 ¢ 1 uM e SR- Ca®’- ATPase

entre 0 e 1 puM, com o somatério de ambas constante em cada ensaio mas quocientes

101



Capitulo 3 Materiais e métodos

diferentes, na presenca de meio reacional contendo KCI 0,1 M, HEPES/KOH 25 mM pH 7,0
e MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM.

B) Método do reagente limitante — Método de Job Modificado
Incubou-se concentracdes crescentes de decavanadato entre 0 e 2 pM em presenga de
concentragio constante de SR- Ca*"- ATPase 1 uM, na presenca de meio reacional contendo

KCI10,1 M, HEPES/KOH 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM.

3.7.6 Determinacio da constante de dissociacdo Kd entre decavanadato e Ca’"- ATPase
de RS pelo método de Scatchard

Os ensaios foram realizados fazendo variar a relagdo entre a quantidade de V, e proteina em
UM (numa proporcao 1:4, 1:2, 1:1 2:1,10:1 e 20:1) na presenca de meio reacional contendo

KC10,1 M, HEPES/KOH 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM.

3.7.7 Efeito de decaniobato e heparina na interacio entre Vyg e Ca’"- ATPase de RS
Incubou-se V;y € SR- Ca’’- ATPase 1:1 na presen¢a de meio reacional contendo KC1 0,1 M,
HEPES/KOH 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM. Apds 5 minutos adicionou-se
Heparina (30 pg e 60 pg) e decabionato (10 uM, 100 uM e 200 uM):

A) Sem ATP

B) Com ATP 2,5 mM

Todos os ensaios foram sujeitos a uma centrifugagdo a 40 000 g no rotor JA 18.1 durante
60 minutos e a 4 °C. Foi recolhido o sobrenadante para proceder a quantificacdo do vanadio
nao ligado a proteina por EAA eletrotérmica. Desprezou-se o sedimento que seria constituido
essencialmente pelo sistema metal-proteina.

Em cada ensaio foram realizados controlos constituidos por todos os componentes
reacionais excluindo a proteina e foram feitos no minimo trés determinagdes para cada
condi¢do experimental.

A analise do metal ndo ligado por EAA foi efetuada num espetrofotometro Varian
SpectrA A20, em que as amostras foram colocadas na camara de grafite, numa ordem
crescente, prevista, de concentracdo. Este procedimento permite minimizar ou evitar erros por

contaminagao.
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3.7.8 Analise de resultados

As concentracdes de vanadio livre nos sobrenadantes das amostras analisadas foram
calculadas em ppb a partir das curvas de calibracdo obtidas. As concentragcdes de vanadio
ligado foram obtidas em ppb por diferenga entre os sobrenadantes das amostras controlo, em
que ndo se usou Ca’"-ATPase de RS e as amostras em que se usou o oxometalato e a Ca*'-
ATPase de RS. Os valores de concentragdo obtidos em ppb foram convertidos em
concentragdo uM para os diferentes oxometalatos de vanadio, V| e Vj( tendo em consideragao

as massas molares expressas em vanadio.

3.8 Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
A Ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢é uma técnica espetroscopica que faz a
monitorizacdo da absor¢do de energia associada a transi¢des de nucleos entre niveis de
energia magnética nuclear adjacentes, sendo esta energia medida em funcdo do campo
magnético externo aplicado, obtendo-se como resultado um espetro de absor¢do em fungao
da for¢a do campo (Cantor e Schimmel, 1980).
As moléculas sujeitas a um campo magnético forte absorvem energia por determinados tipos de
nucleos na regido das radiofrequéncias do espetro eletromagnético (Holme, 1998, Robyt e White, 1996).
O espetro de RMN apresenta bandas de ressonancia de forma lorentziana que apresentam os
seguintes parametros espectrais:
1) desvio quimico () - posi¢do de cada banda relativamente ao desvio quimico da referéncia
(00), expresso em ppm (partes por milhao).
2) amplitude (altura do sinal em unidades arbitrarias).
3) intensidade (4rea da banda).
4) largura a meia altura (A;) - medida da largura do sinal a metade da amplitude maxima,
expressa em hertz (Hz).
5) constante de acoplamento de spin (J) - separagdo, em Hz, entre os sinais de um multipleto.

6) tempos de relaxacdo de spin nuclear longitudinal (T)) e transversal (T,) (James, 1975).

As aplicacdes bioldgicas do RMN abrangem a obtencdo de informagdes sobre a estrutura
de macromoléculas, concentragdo, interagdo entre moléculas, ou ainda reagdes enzimaticas
(Holme, 1998). A andlise de um espetro de RMN de um determinado nucleo molecular
fornece informagdes sobre a estrutura da molécula, as intera¢des intermoleculares e ainda,

sobre os processos dinamicos em solucao.
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O is6topo 51 de vanddio (°'V) tem propriedades magnéticas que se adequam ao estudo
deste elemento por espetroscopia de RMN, ele tem uma abundancia natural de cerca de 99,76
%, um spin nuclear de 7/2 e apresenta uma sensibilidade de 39% relativamente a do protao
('H) (Chasteen, 1983). No entanto *'V possui um momento quadrangular muito pequeno, nio
sendo os sinais detetados excessivamente largos (Aj, entre 60 e 100 Hz, no caso dos
vanadatos tetraédricos ou aproximadamente tetraédricos) (O'Donnel e Pope, 1976; Heath e
Howarth, 1981; Rehder, 1982; Drakenberg, 1986; Howarth, 1990). Tais caracteristicas levam
a que o nucleo de 'V um dos melhor sucedidos em estudos de RMN, particularmente em
estudos que envolvem as espécies diamagnéticas de Vanadio(V), uma vez que, para as
espécies paramagnéticas o vanadio(IV), o alargamento dos sinais sdo muito grandes o que
impossibilita a sua observagdo (Chasteen, 1983; Rehder, 1982).

Os valores dos desvios quimicos, que variam entre -480 ¢ -600 ppm relativamente a
referéncia VOCI; ou as larguras a meia altura dos sinais de >'V-RMN dependem da
geometria de coordenacao (tetraédrica, octaédrica, bipiramidal trigonal) e aumentam com a
formacdo de complexos (Rehder, 1982). Em nucleos com momentos quadrapolares, os
valores de A, dependem da simetria de coordenacdo, o que leva a aumentos de valores de
Ay, quando se formam complexos com simetrias distorcidas como é o complexo

VO,(EDTA)?- (Tabela 3.8).

Tabela 3.8 - Valores de largura a meia altura (A;,) obtidos em varios tipos de coordenacao
de atomos de vanadio. (Adaptado de Rehder, 1982).

Simetria do vanadio Complexo ou espécie (A1) Hz
Tetraédrico VOCl3; VO, <10-60
Quase tetraédrico H,VO4 80
Tetragonal V40, 24'; V3093' 150-180
Tetragonal V10025% 150 (10A)'
(com atomos de vanadio . .
vizinhos) V10023 150 (10B)
V10025 350 (10C)"
Rombico VO,(EDTA)* 800

'10A, 10B e 10C: correspondem as trés bandas da espécie decamérica de vanadato (Vo) que
se observam no espetro de >'V-RMN
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As espécies de vanadio ligadas a proteinas também apresentam um alargamento do sinal,
devido a um aumento do tempo de correlacdo rotacional e/ou a reducdo na simetria do campo
elétrico devido a um atomo dador da proteina na esfera de coordenagdo do vanéadio (Crans et
al., 1990; Wittenkeller ef al., 1991). Assim se uma dada espécie de 31V estiver na presenca de
uma enzima, tal como a Ca*"-ATPase, pode sofrer um alargamento do respetivo sinal, o que é
um indicativo de uma interagdo entre metal e proteina (Aureliano e Madeira, 1998; Crans,
1994). Como cada espécie de vanadato origina ressondncias bem resolvidas no espetro de
SIV-RMN, cuja localizagdo ¢ sensivel ao estado de protonacdo da solucdo (Tabela 3.9)
(Crans et al., 1998) e dado que as diversas espécies tém tempos de relaxagdo semelhantes
(Heath e Howarth, 1981), a integracdo dos sinais correspondentes permite determinar a
fragdo molar de cada espécie que pode ser usada para calcular as concentragdes de cada

oligomero (Crans, 1994).

Tabela 3.9 - Formulas, valores de pKa, desvios quimicos, cor e estrutura das principais
espécies de oxovanadatos em solucdo aquosa. (Adaptado de Crans et al.,1990).

Formula pKa  Desvio quimico (ppm) Cor e estrutura
VO, - -541,2 incolor; linear
HVO42' ~12 -538.8 incolor; linear
H,VO4 7,1 560,4 incolor; linear
V.0, - -561,0 incolor; linear
HV,0,> 8,9 -563.5 incolor; linear
H2V2072' 7,2 -572,7 incolor; linear
V40136' - -564 a -572 incolor; linear
HV,0,5” 8,3 - -
V40124' - -574.9 incolor; ciclica
V50155 i - -582,7 incolor; ciclica
V100286- - -423,-497, -514 amarelo/laranja; cluster
HV 0025 5,7 -424, -500, -516 amarelo/laranja; cluster
H,V 002" 3,6 -425, -506, -524 amarelo/laranja; cluster
H3V100283' 1,6 -427, -515, -534 amarelo/laranja; cluster
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3.8.1 Caracterizacio das solucdes de vanadato e estudos de interacao de Vo com a Ca™'-
ATPase de RS por *'V-RMN

Analisou-se previamente as solugdes de metavanadato e decavanadato por espetroscopia de
RMN do isétopo 51 de vanadio (5'V), >'V-RMN, para caracterizar os oligdbmeros presentes nas
solugdes que foram usadas nos diversos estudos.

Os estudos de RMN foram efetuados no departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. Os espetros de 3'V-RMN foram
adquiridos num espetrofotometro Briiker AM-400 MHz equipado com uma sonda multinuclear
inversa de 5 mm. Todas as amostras foram analisadas em presenga de 10% D,O e colocadas
em tubos de RMN de 5 mm de didmetro sendo irradiadas a uma frequéncia de 105,2 MHz e
os espetros adquiridos a temperatura ambiente da sonda (22 °C) e nas seguintes condigdes
espectrais de aquisi¢do: largura espetral (45 455 Hz), tempo de aquisicao (0,086 s), tempo de
excitacdo e de espera (0 s), numero de transientes (30 000), tempo de relaxagdo (0,01 s),
largura do pulso (11 ps), sequéncia de pulsos (90°). (Aureliano e Madeira, 1994a)

Foram utilizadas transformadas de Fourier com um alargamento das bandas (LB) de
20 Hz para o processamento dos espetros e¢ os desvios quimicos de °'V foram expressos
relativamente a referéncia externa, VOCl; (0 ppm), tendo-se usado a espécie tetramérica de
vanadato como referéncia interna (-578 ppm a pH 7,0) (Heath ¢ Howarth, 1981).

Os espetros de decavanadato (SmM de vanadio total) foram obtidos num meio contendo
HEPES 25 mM (pH 7,0), KCI 100 mM, MgCl, 5 mM e CaCl, 50 pM na auséncia ou na
presenca de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico (5 mg/mL de proteina total) e ATP 2,5
mM. Espetros semelhantes foram obtidos adicionando 0,5 e 1 mM de decaniobato (Nb;o) na
auséncia ou na presenca de ATP 2,5 mM.

Os valores das larguras a meia altura dos sinais de ressondncia foram corrigidos
relativamente ao valor atribuido para o alargamento das bandas (20 Hz) o que se traduz em
que aos valores de largura a meia altura esta associada uma varia¢ao de +10 Hz.

A integracio dos sinais de >'V-RMN permite determinar a fragio molar de cada oligomero de
vanadato presente nas solugdes (Crans, 1994). Deste modo foram determinadas as areas dos sinais de
RMN correspondentes as varias espécies oligoméricas de vanadato foram obtidas por
integracdo dos sinais e as concentracdes relativas das espécies oligoméricas de vanadato [V,]
foram calculadas a partir das fragdes do total das areas dos sinais observados nos espetros

obtidos (Aureliano, 1995), de acordo com a equagao 3.5.

106



Capitulo 3 Materiais e métodos

A V,
=, Ve (Equagio 3.5)

Onde:

[V«] - representa a concentracdo do oligdbmero de vanadato x; A; - corresponde a soma total
das areas medidas das diferentes espécies; Ax - corresponde a area medida para o sinal
referente a ressondncia da espécie oligomérica de vanadato x; [V{] - representa a
concentragdo total de vanadio em solucdo; n - o numero de agregacdo (nimero de atomos de

vanadio da espécie de vanadato).

3.9 Ressonancia paramagnética eletrénica

A espetroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) ¢ uma técnica que tem
principios fisicos semelhantes aos da espetroscopia de RMN e baseia-se no facto de um
eletrdo desemparelhado possuir também um momento magnético de spin quando sujeito a
acdo de um campo magnético externo. Devido ao momento magnético de spin associado a
um eletrdo desemparelhado ser 103 vezes superior ao do nucleo, os ensaios em RPE usam
frequéncias na gama dos GHz (zona das micro-ondas) enquanto os ensaios de RMN usam
frequéncias na gama dos MHz (zona das radio-ondas do espetro eletromagnético (Cantor e
Schimmel, 1980).

As caracteristicas dos sinais de um espetro de RPE de uma dada molécula com eletrao
emparelhado podem ser afetadas por dois fatores: o fator g e a interagdo nuclear hiperfina.
Para um eletrdo livre no vacuo, o fator g tem um valor de 2,0023, no entanto, pode ter varios
valores para amostras paramagnéticas diferentes. Deste modo, os valores experimentais de
g podem ser usados para a identificacdo do respetivo grupo quimico paramagnético. A
interacdo nuclear hiperfina de um eletrdo desemparelhado com um ntcleo possuindo um
numero quantico de spin I origina 2/ + 1 linhas no espetro de RPE (Cantor e Schimmel, 1980).

O espaco entre as linhas depende da for¢a de acoplamento e designa-se de constante
isotropica hiperfina de acoplamento (A). Tanto o fator g como A sdo sensiveis a orientacao
da molécula relativamente ao campo externo, a mobilidade molecular, assim como, a
polaridade do ambiente local e, como tal, a analise dos sinais de RPE pode facultar
informagdes sobre a estrutura, mobilidade e polaridade da molécula em estudo (Cantor e
Schimmel, 1980).

Para a caracterizacdo e dete¢do ido vanadilo (VOZ"), e seus complexos,

nomeadamente com proteinas, a espetroscopia de RPE ¢, regra geral, o método usado
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preferencialmente. O vanadilo ¢ caracterizado por ter quatro ligandos equatoriais e um axial
correspondente ao grupo oxo na posicao trans, assumindo assim uma posi¢do octaédrica.
Devido ao ter um spin nuclear (I = 7/2) e a anisotropia da molécula, o eletrdo
desemparelhado de VO?Z" origina um espetro de RPE composto por duas séries de oito
transi¢des que sdo correspondentes a fracdo de moléculas com a ligagdo V=0 alinhada
paralelamente ou perpendicularmente ao campo magnético. O centro de cada série de oito
transicdes e o espaco entre elas ¢ definido pelos valores de g e A, respetivamente. A
magnitude destes valores depende da for¢ca de acoplamento hiperfino entre o eletrdo

desemparelhado e o ntcleo de3'V (Chasteen, 1983).

3.9.1 Analise da formacao de vanadilo por espetroscopia de ressonincia paramagnética
eletronica

A redugdo das espécies de vanadato nomeadamente de decavanadato em interagdo com a Ca®'-
ATPase de VRS foram analisadas por espetroscopia de ressonancia paramagnética eletronica
(RPE) num espetrofotometro computadorizado Briiker EMX-6/1 com uma cavidade
retangular Brucker ER4116DM a uma frequéncia de micro-ondas de 9654 GHz (banda X)
equipado com um criostato Oxford (ESR900), num meio contendo tampao contendo HEPES
25 mM (pH 7,0), KCI 100 mM, MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM. Os espetros de vanadio
reduzido, foram adquiridos usando uma poténcia de micro-ondas de 635 pW, uma
amplitude de modulagdo de 10 G, frequéncia de modulagio de 100 kHz, constante de tempo de
168.840 ms e tempo de varrimento de 335,544 s. Registaram-se os espetros a temperatura de
77 K em amostras de 0,2 mL com os seguintes pardmetros espectrais: ganho do recetor, 1,0 x
105; uma média de 4 varrimentos e um varrimento do campo magnético entre os 2400 e 4400G
(Soares et al., 2007¢c). A redugao do decavanadato e consequente formagao do vanadilo (IV) foi

avaliada usando as amostras preparadas para os ensaios de RMN.

3.10 Espetroscopia de Raman
Os estudos de espetroscopia Raman foram efetuados na Unidade de Investigagdo e
Desenvolvimento Quimica-Fisica Molecular da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra. As amostras foram preparadas em meio contendo KCI 0,1 M,
HEPES/KOH 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e VRS (5Smg/mL) e adicionando:

a) CaCl, 50 uM
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b) CaCl, 50 uM e ATP 2,5 mM

¢) EGTA 0,5 mM

d) EGTA 0,5 mM e fosfato de sddio 5 mM
Deste modo obtiveram-se os espetros da Ca2+-ATPase, mas conformagdes E1, E1P, E2, E2P.
De forma a analisar as espetros da interacdo metal-proteina, também se prepararam amostras
em que se adicionaram, ao meio contendo as VRS, os diferentes oxometalatos nas seguintes
concentragoes:

e) Decavanadato (Vo) SmM vanadio total (0,5 mM V)

f) Vanadato (V) ImM

g) Decaniobato (Nb;p) ImM

h) Tungstato (W;) ImM

1) Molibdato (Mo;) ImM

Os espetros de Raman, foram obtidos a temperatura ambiente com um monocromador triplo
“Jobin-Yvon T64000 Raman system” (distancia focal 0,640 m, abertura {/7,5) equipado com
grelhas holograficas de 1800 ranhuras por milimetro. O pré-monocromador foi utilizado no
modo subtrativo. O sistema de detegdo Charge Coupled Device (CCD) chip 1024x256 pixel
(1) foi refrigerado com azoto liquido. Foi utilizada a radiacdo de excitagdo de 514,5 nm
proveniente de uma fonte de Laser de Ar™ (Coherent, modelo Innova 300-05) proporcionando
cerca de 50 mW na posicdo da amostra. Usou-se a geometria de 90 ° entre a radiagdo
incidente e o sistema coletor. A fenda de entrada foi ajustada para 200 nm, e a fenda entre o
pré-monocromador e o espectrografo foi ajustada a 400 nm. As amostras foram seladas em
capilares de vidro tubos de vidro Kimax com um didmetro interior de 0,8 mm. Nas condi¢des

. . . . -1 ,
acima mencionadas foi estimado um erro de menos de lcm™ para os nimeros de onda.

3.11 Analise estatistica
Todos os resultados de todos os pardmetros estudados estdo expressos como média+ desvio
padrdo, obtidos, no minimo, em trés ensaios independentes com trés ou mais replicados de
cada condicao experimental de trés preparacoes de VRS.

A andlise estatistica comparativa dos dados, relativamente a todos os pardmetros
abordados, foi efetuada usando o teste t-student emparelhado (representado pela letra t), um
teste paramétrico utilizado quando os pardmetros de normalidade da distribui¢ao das amostras

e de homogeneidade de variancias entre os grupos de dados. Este teste ¢ aplicado a um
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reduzido nimero de amostras (n < 30) e compara os grupos através da média dos seus valores
nomeadamente quando se pretende estudar uma varidvel antes e apds um tratamento e para
isso fazem-se determinagdes em sujeitos/produtos antes e depois de aplicar um certo
tratamento ou ocorrer um dado processo, estudando-se neste caso as diferengas entre os
resultados. As hipoteses, nula e alternativa do teste sao, respetivamente:

Hy: as médias dos grupos comparados sdo iguais e as diferencas que se observam entre grupos
devem-se a erros de amostragem; e,

H;: as médias dos grupos comparados sdo diferentes, rejeitando-se a hipdtese nula sempre que
os valores de t calculados excedam o valor tabelado para a distribui¢do t para um nivel de
significancia de p = 0,05.

Consideram-se os resultados significativamente diferentes do controlo quando p < 0,05.
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4.1 Isolamento e caracterizacio da Ca**-ATPase de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico
(VRS) de musculo-esquelético de coelho

Neste trabalho, foram utilizadas vesiculas de reticulo sarcoplasmatico, isoladas a partir do
musculo-esquelético de coelho, como fonte de Ca**-ATPase a qual provou ser um modelo
excelente para estudar os efeitos de vanadio na homeostasia do célcio. Apds o isolamento das
VRS, foi necessario proceder a caracterizagdo das mesmas no que diz respeito ao seu
conteudo proteico, ao grau de pureza da Ca’"-ATPase presente nas vesiculas bem como a
ensaios de funcionalidade da Ca®"-ATPase de modo a considerar as VRS aptas para os estudos
pretendidos. Deste modo, de acordo com o procedimento experimental, neste capitulo sdo
apresentados os resultados referentes a determinagdo do teor em proteina total presente nas
VRS isoladas, seguindo-se uma analise relativa quanto ao grau de pureza e constituicdo das
VRS, nomeadamente quanto 4 concentragio de Ca*-ATPase por analise dos géis que foram

obtidos por SDS-PAGE.

4.1.1 Quantificacio do teor em proteina presente nas vesiculas do reticulo

sarcoplasmatico de misculo-esquelético de coelho

No decorrer do trabalho experimental foram utilizados trés lotes de VRS provenientes de
isolamentos efetuados segundo o método descrito na secc¢do 3.3 do capitulo 3.

Em geral as VRS obtidas sdo constituidas por vesiculas seladas com cerca de 100 nm,
nas quais 80 % da proteina total ¢ Ca’’-ATPase orientada na sua forma nativa e
fisiologicamente ativa (Martinosi e Pikula, 2003).

Apbs os isolamentos para obtengdo da Ca’"-ATPase procedeu-se a quantificagio do
teor em proteina total das VRS pelo método de Bradford tendo-se obtido valores de proteina

total entre 11,6 e 17,2 mg/mL.

4.1.2 Analise do grau de pureza da Ca’*-ATPase de VRS de coelho por Eletroforese em
condicoes desnaturantes (SDS-PAGE)

No que diz respeito a determinag@o do grau de pureza das amostras ¢ a constitui¢do das VRS
de coelho ela foi realizada através da analise das VRS isoladas por SDS-PAGE, apds
tratamento das amostras de VRS bem como de amostras recolhidas ao longo do processo de

isolamento.
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As medigOes para os calculos de Ry das bandas foram efetuadas apds a descoloragao
dos géis. Pela andlise dos géis de SDS-PAGE observou-se, em todas as amostras de VRS, a
existéncia de uma banda significativa de massa molecular aparente correspondente a cerca de
105 a 115 kDa, sendo que os valores das massas molares das bandas foram determinadas por
comparac¢ao da mobilidade dos marcadores em fungao do logaritmo da sua massa molecular e
de acordo com a literatura (Meissner et al., 1973; Inesi e Kirtley, 1992) pode-se inferir que
esta banda corresponda ao monomero de Ca’'-ATPase (Belcastro et al., 1993; Cuenda et al.,
1994; Cuenda et al., 1995). Observou-se nas amostras de VRS isoladas a presencga de outras
bandas, o que permite afirmar que as VRS isoladas contém além de Ca>"-ATPase outros
constituintes proteicos.

Verificou-se a existéncia de uma banda em todos os pogos com massa molecular
obtida cerca de 205 kD, em compara¢ao com o marcador, podemos dizer que corresponde a
miosina (205 kDa). Nas amostras de VRS ¢ visivel uma banda, a cerca de 98 kDa,
imediatamente por baixo da banda referente a Ca*"-ATPase, esta pode ser correspondente a
glicogénio fosforilase b (dimero), uma proteina que tem sido descrita na literatura como
estando associada @ membrana do RS (Cuenda et al., 1991; Cuenda et al., 1994; Cuenda et
al., 1995). Observaram-se ainda outras duas bandas a cerca de 60 e 48 kDa e que
correspondem, de acordo o descrito na literatura a calsequestrina e glicoproteina M53/55
(Belcastro et al., 1993).

A analise das densidades das bandas correspondentes as fragdes proteicas presentes
nas amostras de VRS isoladas foram determinadas a partir do programa Quantity One Version
4.2.1, tendo-se obtido para a banda correspondente 4 Ca’"-ATPase valores da ordem de
65+10% do contetdo proteico total das VRS isoladas. Relativamente as outras bandas que
aparecem nas amostras de VRS e que correspondem as proteinas de massa molecular aparente
de 205 kDa, 98 kDa, 68 kDa e 48 kDa obtiveram-se os seguintes valores de conteudo

proteico, respetivamente, 15+5 %, 442 %, 6£3 % e 10+£6 %.

4.1.3 Estudos de avaliacio da atividade da Ca**-ATPase

No sentido de avaliarmos como ¢ que a funcionalidade da bomba de célcio se comporta
quando sujeita a acao dos oxometalatos procedeu-se inicialmente a verificacao da atividade da
bomba de célcio pelo método descrito na sec¢do 3.4.3, tendo-se verificado que a atividade da
bomba de calcio quando estd desacoplada (3,58 + 0,16 nmolATP.min"'ug 'proteina) ou seja

quando na presenca do ionoforo é cerca de seis a sete vezes superior a atividade basal
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(0,58+0,02 nmolATP.min"'ug ' proteina) da mesma. Este aumento é semelhante ao observado
em resultados anteriores em que se verificou uma atividade basal de 60 + 10 nmol H'/mg.min.
e 367 = 16 nmol H'/mg.min. quando se mediu a atividade desacoplada na presenga de 20 pM
de lasalocida (Aureliano e Madeira, 1994a) e ligeiramente superior ao aumento 3-4 vezes da
atividade medida em presenga do ionoforo calcimicina (A23187) referida por Cuenda
(Cuenda et al., 1990). Deste modo as preparacdes de VRS que foram utilizadas nos estudos
tinham a Ca’"-ATPase em condi¢des de ser utilizadas nos estudos de atividade. Tal facto
reflete que o isolamento decorreu de modo satisfatério, uma vez que no processo de
isolamento alguns fatores, como a temperatura, alteracdes de pH ou oxidacdo da proteina que
poderiam ter como consequéncia a desnaturacdo da proteina ao longo do processo de
isolamento, além disso presenca de proteinas contaminantes também poderiam contribuir para
que a atividade do Ca®"-ATPase ficasse seriamente comprometida uma vez que sabe-se que a
atividade enzimatica da Ca®>*-ATPase depende da estrutura quimica e da fluidez da membrana,
qualquer alteracdo pode provocar a oligomerizacdo da enzima o que serd refletido numa
reducdo do nivel de ligagdo méaximo do MgATP (Dalton et al., 1998). Por outro lado, a
glicogénio fosforilase b pode-se ligar reversivelmente as membranas do RS o que pode
provocar uma perda significativa da atividade catalitica (Cuenda et al., 1991; Cuenda et al.,

1995).

4.2 Interacdes dos oxometalatos de vanadio (V), niobio (Nb), molibdénio (Mo) e
tungsténio (W) com a Ca’*-ATPase de RS.

Embora a literatura sobre os efeitos bioldgicos de mono e polioxometalatos tenha vindo a
aumentar rapidamente ao longo da maior parte Gltima década, os mecanismos bioquimicos
subjacentes os efeitos desses oxometalatos sdo ainda mal conhecidos. Contudo esta &,
claramente, uma area em rapido desenvolvimento, devido a um interesse crescente no uso de
complexos de metais biodisponiveis em bioquimica, biologia, biotecnologia, farmacologia e
medicina.

Nos estudos que se apresentam, investigou-se os efeitos da interagio da Ca*-ATPase
de reticulo sarcoplasmatico com cinco espécies idnicas de metais de transi¢ao conhecidas por
terem efeitos biologicos. Assim, foram estudados efeitos de dois polioxometalatos
semelhantes, decavanadato (Vi) e decaniobato (Nbjg), ¢ trés oxometalatos, vanadato (V),
tungstato (W) e molibdato (Mo, ) (Fig. 4.1) na funcdo e na estrutura da Ca’-ATPase de RS, a

fim de revelar novas perspetivas sobre a interacdo metal-proteina e os efeitos na homeostase
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do calcio. Combinaram-se, estudos de cinética enzimatica com estudos envolvendo
espetroscopia de absor¢ao atomica, espetroscopia de RMN, espetroscopia de RPE e

espetroscopia de Raman, para anélise do efeitos dos metais na Ca*"-ATPase.
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Figura 4.1 - Estruturas de decavanadato, decaniobato e das espécies monoméricas de
vanadato, tungstato e molibdato.

4.2.1 Inibicdo da atividade da Ca**-ATPase por oxometalatos de V, W e Mo e
polioxometalatos de V e Nb
A avaliagdo da atividade da Ca**-ATPase em presenca de oxometalatos permitiram verificar a
magnitude dos efeitos inibitorios da atividade enzimatica que ocorre quando sujeita a
concentragcoes crescentes dos oxometalatos. Deste modo, avaliou-se relativamente ao
controlo, ensaio sem a presenga de oxometalatos, em que se considera a atividade em termos
de 100 % de atividade, relativamente a atividade em presenca de concentragdes crescentes de
oxometalatos de V, W e Mo e polioxometalatos de V e Nb. Pelas curvas de inibigdo podemos
inferir os valores de ICsp de modo a comparar a magnitude dos efeitos dos diferentes
oxometalatos.

A inibicdo da atividade da Ca’"-ATPase, sobre a hidrélise do ATP, pelos oxometalatos
¢ maior para ambas as espécies de vanadio relativamente ao tungstato e molibdato (Fig. 4.2 e
Fig. 4.3). As concentragdes de vanddio elementar necessarias para uma inibi¢do de 50 % da
atividade da Ca®"-ATPase da espécie monomérica de vanadio (V) e decamérica de vanadio

foram determinadas com os valores de 0,05 mM (50 uM) e 0,150 mM (150 uM),
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respetivamente. Contudo, deve-se salientar que, uma vez que a espécie Vi tem 10 atomos de
vanadio e as concentracdes das solugdes sdo expressas em termos do seu conteudo em
vanadio total, as concentracdes da espécie Vo usadas no ensaio sdo um décimo do conteudo
em vanadio monomérico (V). Isto significa que o valor de 150 uM obtidos em concentragdo

elementar de vanadio (Fig. 4.2) corresponde a 15 uM em V; molecular.
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Figura 4.2 - Efeitos do vanadato (V;) (M), decavanadato (Vi) (®) e tungstato (W) (A) na
atividade da Ca’"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (RS). Os ensaios foram realizados com
10 pg/mL de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico contendo Ca*"-ATPase incubadas num
meio contendo 25 mM HEPES (pH 7,0), 100 mM KCl, 5,0 mM MgCl,, 50 uM CaCl,, 0,42
mM fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH e concentracdes crescentes dos diferentes
oxometalatos indicadas no eixo das abcissas. Apos incubagdo adicionou-se desidrogenase de
lactato 18 UI, cinase de piruvato 7,5 Ul e ATP 2,5 mM. Apos a adi¢do do ATP iniciou-se a
medi¢do da reagdo e apos 2 minutos adicionou-se 0,4 pg/mL de A23187 monitorizando-se a
reacdo por mais 5 minutos. As curvas foram obtidas pelas médias correspondentes a seis
experiéncias independentes relativas a seis concentragdes diferentes de cada oxometalato. A
atividade da Ca”>*-ATPase foi calculada utilizando as equagdes 3.3 e 3.4. Os resultados
experimentais representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés experiéncias com
trés diferentes preparagdes de VRS para cada condi¢io experimental.

Deste modo, o anido decavanadato (Vo) revelou ser um inibidor da atividade da Ca*'-
ATPase mais potente do que o vanadato (V;), em concordancia com o indicado em estudos
prévios (Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano e Madeira, 1994b; Aureliano e Crans, 2009;

Aureliano, 2009). Relativamente aos outros oxometalatos, verificou-se que o tungstato (Fig.
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4.2) apresentou um ICsy de 0,4 mM (400 uM) o que se traduz num valor oito vezes superior
ao vanadato (V). Relativamente ao molibdato, o valor obtido para o ICsy de 45 mM indica
que este oxometalato ¢ um inibidor muito pouco potente da atividade da Ca*"-ATPase (Fig.
4.3). Em oposi¢do ao molibdato foi verificado, num composto iso-estrutural de Vi, o
decaniobato (Nbyo) um valor de ICsy de 35 uM que indica ser um potente inibidor da Ca*'-
ATPase. Relativamente ao Vy, o valor de ICsy do Nby( ¢ ligeiramente superior ao observado
para o Vo (Fig. 4.4). No entanto, sdo valores que apesar de Vo ser o inibidor mais potente
podemos considerar que o Nbjp tem uma poténcia de inibi¢do similar ao Vo, embora as
razdes para esta diferenga sejam analisadas numa das secgdes deste capitulo. Em resumo, os
polioxometalatos estudados, decavanadato e decaniobato apresentam valores de ICs
inferiores aos oxometalatos monoméricos, apresentando uma poténcia inibitoria da atividade
da Ca’’-ATPase superior aos oxometaltos monoméricos, nomeadamente tungstato e

molibdato.
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Figura 4.3 - Efeito de molibdato na atividade da Ca’"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico
(RS). A atividade da Ca’*-ATPase foi calculada utilizando as equagdes 3.3 e 3.4. Os
resultados experimentais representam a média + desvio padrdo de um minimo de trés
experiéncias com trés diferentes preparagdes de VRS para cada condi¢do experimental.
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Figura 4.4 - Efeitos de decavanadato (Vjo) (®) e decaniobato (Nbjy) (M), na atividade da
Ca’"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (RS). A atividade da Ca**-ATPase foi calculada
utilizando as equagdes 3.3 e 3.4. Os resultados experimentais representam a média + desvio
padrao de um minimo de trés experiéncias com trés diferentes preparagdes de VRS para cada
condigdo experimental.

4.2.2 Inibigdio da Ca’*-ATPase em funciio do tempo de incubaciio com os oxometalatos
Apos a determinacio do grau de inibi¢do da hidrolise do ATP pela Ca**-ATPase de RS pelos
diferentes oxometalatos, analisou-se o efeito da incubacdo das solu¢des dos oxometalatos
durante 15, 30, 60 ¢ 120 minutos. Para cada composto, usou-se nos ensaios as concentragdes
dos ICsg previamente determinados. Apds a incubagdo com a Ca’"-ATPase de RS, mediu-se a
atividade mantendo idénticas todas as condigdes experimentais usadas nos ensaios de
atividade.

Verificou-se que o oxometalato que possui uma percentagem de inibi¢cao superior com
a incubacdo ¢ o decavanadato (Fig. 4.5). Sendo que apenas o Vo (150 uM em concentragao
elementar que corresponde a 15 pM em concentracdo molecular) tem um efeito de intensificar
a inibi¢do ao longo do tempo, a partir dos 15 minutos e atingindo um valor significativo com
um maximo 50 % de diminui¢do da atividade relativamente a velocidade inicial apos 120

minutos.
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Figura 4.5 - Atividade da Ca®’-ATPase em funcdo do tempo de incubacdo com Vi, Vio, W e
Mo. A atividade da Ca*"-ATPase foi determinada e calculada utilizando as equagdes 3.3 e 3.4.
As concentracdes dos oxometalatos usadas nos ensaios foram as concentragdes dos ICs
respetivos. Os resultados experimentais representam a média = desvio padrdo de um minimo
de trés experiéncias com trés diferentes preparagdes de VRS para cada condig¢@o experimental.

Por outro lado, observou-se que a incubagdo da bomba de calcio com todos os
oxometalatos provoca um estimulo na atividade da Ca’"-ATPase ap6s 15 minutos (Fig. 4.5).
Ao longo de duas horas, ndo se observou inibi¢do por parte de V;, sendo que os resultados
obtidos denotam um aumento na atividade da Ca®"-ATPase com o aumento do tempo de
incubagdo, para todos os oxometalatos, exceto para Vo,

Assim, tanto o molibdato como o tungstato e o vanadato revelam que apos 120
minutos de incubacdo ndo aumentam a inibicdo verificada no tempo zero. Adicionalmente,
foram realizados ensaios incubando os oxometalatos com a Ca**-ATPase 60 e 120 minutos, na
presenca de um agente redutor de pontes dissulfito (-S-S-), o ditiotreitol (DTT, 1mM),
referido também como sendo antioxidante (Fig. 4.6 e Fig. 4.7).

Verificou-se que o que o DTT ndo previne, nem reverte os efeitos inibitorios induzidos
pelas espécies Vi e Vi, quer apos 60 ou 120 minutos de incubagdo com a Ca’'-ATPase. Esta
observagdo sugere que o efeito inibitério ndo serd devido a processos de oxidagdo-reducao
que possam ocorrer em residuos de aminoéacidos especificos da proteina ou que tal processo

ndo pode ser revertido pelo DTT.
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Figura 4.6 - Efeitos comparativos dos oxometalatos na atividade da Ca’"-ATPase, apos 60
minutos de incubacio sem e com DTT (1mM). A atividade da Ca*"-ATPase foi determinada e
calculada utilizando as equagdes 3.3 e 3.4. As concentracdes dos oxometalatos usadas nos
ensaios foram as concentragdes dos ICsy respetivos. Nos ensaios com DTT adicionou-se 1
mM antes de se proceder a incubagdo. Os resultados experimentais representam a média +
desvio padrao de um minimo de trés experiéncias com trés diferentes preparagdes de VRS
para cada condicdo experimental. *Significativamente diferente do controlo (p < 0,05).
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Figura 4.7 Efeitos comparativos dos oxometalatos na atividade da Ca*-ATPase, apés 120
minutos de incubagio sem e com DTT (ImM). A atividade da Ca**-ATPase foi determinada e
calculada utilizando as equagdes 3.3 e 3.4. As concentragdes dos oxometalatos usadas nos
ensaios foram as concentragdes dos ICsy respetivos. Nos ensaios com DTT adicionou-se 1
mM antes de se proceder a incubagdo. Os resultados experimentais representam a média =
desvio padrao de um minimo de trés experiéncias com trés diferentes preparacdes de VRS
para cada condi¢ao experimental. *Significativamente diferente do controlo (p < 0,05).
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Relativamente aos oxometalatos de tungsténio e molibdénio, verificou-se, a 60 minutos, uma
reversdo significativa da atividade para o tungsténio enquanto aos 120 minutos essa reversao
ja ndo € observada. Para o molibdato, verificou-se uma ligeira reversao a 60 minutos enquanto
aos 120 minutos observou-se um aumento da inibi¢do induzida pelo DTT. Aparentemente, a
presenca de um antioxidante como o DTT, ndo reverte a inibicdo promovida pelos
oxometalatos, sugerindo que durante o processo ndo esteja envolvida a oxidagdo-reducdo. No
entanto, o DTT pode reduzir o vanadato a vanadilo e contribuir para a inibi¢do observada ao

fim de 120 minutos, para o V;.

4.2.3 Tipo de inibiciao da Ca’"-ATPase por decavanadato, decaniobato e tungstato

Para elucidar o modo de interagdo dos oxometalatos com a Ca*"-ATPase procedeu-se 4 analise
do tipo de inibi¢do de trés oxometalatos na atividade da enzima, para tal determinou-se a
atividade da Ca*"-ATPase nas mesmas condi¢des experimentais descritas na seccdo 3.4.3, na
auséncia de oxometalatos e utilizando duas concentra¢des de cada um (Vjo, Nbjp ¢ W), em
presenca de concentragdes crescentes do substrato ATP.

Verificou-se que a inibigdo da atividade da Ca>’-ATPase pelo decavanadato ¢
competitiva para as concentragdes mais baixas (10 uM), em que se observam valores de Vi
semelhantes ¢ um valor de Ky superior ao do controlo. No entanto para concentragdes mais
elevadas de decavanadato (50 pM), em que se verifica uma diminuicao de Vs € aumento de

Ky relativamente ao controlo, a inibi¢ao ¢ nao competitiva (Fig. 4.8) (Tabela 4.1).

0,30 1 *[V10] =0 uM
g 0,25 1 H[V10] =10 pM
£
T 0.20 - A[V10] = 50 pM
2 0,15 1
g
£ 0,10 -
Z 0,05 -
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Figura 4.8 - Representagio de Lineweaver-Burk da inibigio da Ca’’-ATPase de RS pelo
decavanadato (Vo). A atividade da Ca’"-ATP foi determinada e calculada de acordo com a
equacdo 3.3. Os resultados obtidos correspondem a média + desvio padrio e resultam
da analise em triplicado de um minimo de trés preparagdes diferentes de VRS para cada
condi¢do experimental.
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Tabela 4.1 - Valores de Ky € Vs na auséncia ou na presenga de 10 e 50 uM de V.

[Vio] Kwm Vmax

(uM) [mM] (nmolATP.min™")
0 0,176+0,007 34,6+4,2
10 0,507+0,012 32,5+4.8
50 0,330+0,009 19,1+3,7

Relativamente ao decaniobato, verificou-se que o Nbjy ¢ um inibidor ndo competitivo da
atividade da Ca’"-ATPase relativamente ao ATP (Fig. 4.9). O valor de Ky obtido é
aproximadamente o mesmo do controlo (0,163 mM) para a curvas de inibicdo com 10 e 50
UM Nbjy com valores de Ky de 0,168 e 0,171 mM respetivamente, enquanto os valores de
Vmax diminuem relativamente ao controlo (49,0 nmolATP.min'l). Para as curvas de inibicao
com 10 e 50 uM de Nbjy os valores obtidos de Vi, sdo respetivamente 33,7 e

21,4nmolATP.min"' (Fig. 4.9) (Tabela 4.2).

0,14 7 \'.IIIIEth [ ] [ ]
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0,00 r . . . . .
0 2 4 6 8 10 12
1/ATP |mM"]

Figura 4.9 - Representacdo de Lineweaver-Burk da inibigio da Ca®*-ATPase de RS pelo
decaniobato (Nbjo). A atividade da Ca’"-ATP foi determinada e calculada de acordo com a
equacdo 3.3. Os resultados obtidos correspondem a média + desvio padrao e resultaram da
analise em triplicado de um minimo de trés preparagdes diferentes de VRS para cada
condigdo experimental.

Enquanto que o decaniobato ¢ estavel em solucao, o decavanadato nao o €. Assim, a presenga
da espécie de vanadato monomérica pode ser responsavel pelos processos de inibi¢ao

competitiva que se observa para concentragdes mais baixas de decavanadato (10 uM). Dado
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que ambos os decametalatos sdo iso-estruturais e iso-eletronicos (Nbyg) e (Vio), sugere-se que
. . 2+ .. o
o decavanadato, tal como o decaniobato, interatue com a Ca” -ATPase e inibe de modo ndo

competitivo a atividade da Ca®*-ATPase de RS relativamente ao seu substrato natural, o ATP.

Tabela 4.2 - Valores de Ky € Vimax na auséncia ou na presenca de 10 e 50 uM de Nb,.

[Nbjo] Km Vinax

(uM) [mM] (nmolATP.min™")
0 0,163+0,006 49,0+5,1
10 0,168+0,008 33,743.9
50 0,171+0,011 21,443,1

A formacgdo de mondmeros de vanadio (V) nas condigdes experimentais de andlise, sera a
espécie responsavel pela interagdo competitiva, esta situacao € similar ao que € observado

pela a¢do do tungstato (Fig. 4.10) (Tabela 4.3).
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Figura 4.10 - Representagio de Lineweaver-Burk da inibigio da Ca**-ATPase de RS pelo
tungtato. A atividade da Ca®"-ATP foi determinada e calculada de acordo com a equagdo 3.3.
Os resultados obtidos correspondem a média + desvio padrdo e resultam da andlise em
triplicado de um minimo de trés preparagdes diferentes de VRS para cada condigdo
experimental.

Neste caso, também se verifica uma inibi¢do competitiva a 100 uM de tungstato, enquanto
para as outras concentragdes de tungstato a inibi¢do ¢ ndo competitiva. Sabe-se que a forma

predominante é o tungstato monomérico quando as concentragdes sdo inferiores a 50 uM.
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Tabela 4.3 - Valores de Ky € Viax na auséncia ou na presenga de 100, 300 e 500 uM de
tungstato.

[W] I<M Vméx
(uM) [mM] (nmolATP.min™")
0 0,114+0,008 40,3+4,3
100 0,251+0,011 36,9+4.,8
300 0,412+0,014 25,8+43,7
500 0,429+0,009 17,7+2,8

Contudo, podem formar-se polioxotungstatos para concentragdes superiores, que se pensam
ocorrerem para concentracdes de 300 e 500 uM. O tungstato, tal como se verificou tem uma
menor capacidade de inibi¢do do que decavanadato e do que o vanadato para a Ca* -ATPase
de RS (ICso = 400 uM para W_ICsy = 50 uM para V; e ICsp = 15 pM para V), embora tenha
maior poder inibitorio do que o descrito para a Na'-K'-ATPase de (ICsp = 1,5 mM para W))
(Colovi€ et al., 2011).

Para esta enzima, verificou-se que polioxotungstatos (Wj,) apresentam uma maior
capacidade de inibi¢cdo, com ICsg inferior a 15 uM (Colovi€ et al., 2011), o valor encontrado
para o Vjo. Assim, para concentragdes de 300 e 500 uM podem ocorrer em solucdo di e
tetratungstatos tal como acontece com os vanadatos. Provavelmente estas espécies interatuam
com a Ca*-ATPase de modo diferente da espécie monomérica, tal como acontece com a

interacao de V, e V4 com as enzimas comparativamente a V.

4.2.4 Estudos de oxidacio de cisteinas e efeitos de agentes antioxidantes na reversao da

oxidacao e na inibi¢ao da Ca**-ATPase induzida pelos oxometalatos

4.2.4.1 Oxidacao de cisteinas por oxometalatos e reversiao por antioxidantes

A inibicio da Ca’’-ATPase mediada por decavanadato pode envolver a oxidagio das
unidades de cisteina na proteina, localizadas junto do local ativo da enzima, e
consequentemente afetar a atividade da enzima (Viner ef al., 1999). Nesse sentido, verificou-
se que os oxometalatos vanadato e decavanadato induzem a oxidagdo das cisteinas acessiveis
da Ca’*-ATPase de RS, enquanto que ndo se observou qualquer oxidagido de cisteinas na

presenga de oxometalatos de Nb, W e Mo (Fig. 4.11).
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Figura 4.11 — Determinacdo do contetido em cisteinas reduzidas na Ca>*-ATPase de RS ap0s
incubagdo com oxometalatos. Os grupos tiol acessiveis foram medidos, na auséncia de
agentes desnaturantes, como indicado na seccdo 3.6. Os dados sdo representados como
médias + desvio padrao. Os resultados apresentados sdo a média de ensaios em triplicado. A
titulagdo do conteudo em cisteina foi realizada em HEPES (pH 7,0), 100 mM de KCI, 5 mM
de MgCl, e 55 mM de tampao fosfato de s6dio (pH 7,2), ap6és 5 minutos de incubagdo de
0,2mL Ca’"-ATPase de RS (1 mg/mL) com vanadato (ImM), decavanadato (0,3 mM),
decaniobato (0,035 mM), tungstato (8 mM) ou molibdato (45 mM), na auséncia ou na
presenca dos seguintes antioxidantes: glutationa reduzida (GSH) (1 mM), a quercetina
(100uM) ou canferol (100 uM). O aumento da absorvéncia, a 412 nm, foi continuamente
registado durante 5 min; até um valor de equilibrio foi atingido. *Significativamente diferente
do controlo (p<0,05).

Verificou-se ainda que a adicdo de antioxidantes, como a quercetina (100 uM), reverte
parcialmente a oxidacao das cisteinas induzida pelo vanadato (V) em presenca de quercetina
(Fig. 4.11). Com outros antioxidantes, tais como GSH (1 mM), ndo foi possivel avaliar o
efeito, devido a interferéncias, no método, uma vez que o GSH reage com o DTNB e liberta
TNB pelo que se observa um aumento continuo de absorvéncia para o comprimento de onda
da medig¢do. Também por interferéncia com o método de medicao do conteudo em cisteinas, a
reversao pelos antioxidantes da oxidacao das cisteinas induzida pelo decavanadato nao pode
ser determinada. Aparentemente, o decavanadato que absorve a 412 nm, também reage com
os antioxidantes, quercetina e canferol, ou forma complexos com estes e nas condigdes de
medicdo os valores de absorvéncia sdo superiores a duas unidades o que impossibilita uma
medicdo em condigdes de linearidade. No entanto, ¢ provavel que se pudesse observar
reversao da oxidacao das cisteinas pelo Vo como observado pelo Vi. Em resumo, a interagao
de vanadatos com a Ca’’-ATPase induz a oxidagdo de cisteinas sugerindo um processo que

envolve a reducao de vanadato.
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4.2.4.2 Anailise da reducio de decavanadato por espetroscopia de RPE

Os resultados da determinagdo do teor em cisteinas reduzidas revelaram que os oxometalatos
de vanadio oxidam as cisteinas da Ca*"-ATPase. Este processo levaria a redugdo de
vanadato(V) a vanadilo(IV), que ¢ uma espécie em que se deteta sinal em RPE. De facto, apds
incubacdo de decavanadato com a Ca’’-ATPase, detetou-se o sinal caracteristico do

vanadilo(IV), somente quando se incubou decavanadato com Ca’"-ATPase. (F ig. 4.12).
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Figura 4.12 - Espetros de RPE da banda X, obtidos a 9624 GHz e a uma temperatura de 77K,
de solugdes contendo 5 mM decavanadato (vanadio total) em 25 mM HEPES (pH 7,0),
100mM KCl, 5 mM MgCl,, 50 uM CaCl, e Ca**-ATPase, na auséncia (A) e na presenca 2,5
mM ATP (B). Os espetros foram adquiridos como descrito na sec¢ao 3.9.1. Apos a adi¢ao da
Ca**-ATPase sdo observados os sinais tipicos do vanadio(IV).

Este resultado sugere, que aquando da oxidacdo da cisteina na proteina em presenca de
decavanadato forma-se a espécie vanadilo resultante da reducdo de vanadato pela cisteina.
Este processo pode explicar a diferenca da poténcia de inibi¢do entre decaniobato e
decavanadato apesar de serem isoestruturais o Nbjo ndo sofre facilmente reacdo de oxidagao-
redugio. De facto, enquanto que o potencial normal de redugdo do VO,” parao VO™ ¢ 1,0 V
sob condi¢des acidas, o nidbio(V) ndo é conhecido como ser facilmente reduzido (Ohlin et
al., 2008; Ohlin et al., 2009a). Esta diferenga na atividade redox significa que enquanto o
vanadato pode reduzir cisteina (Ey ~ -0,15 V), valores relativos ao potencial do elétrodo
padrao de hidrogénio a pH 7,0, o niobato nao reduz pois € uma espécie muito estavel.

A partir do espetro, obtido da amostra contendo Vo, Ca**-ATPase ¢ ATP (Fig. 4.13,
linha preta), foi possivel determinar os parametros dos sinais de RPE do 4tomo de V(IV),
tendo-se feito a correcao da linha de base (Fig. 4.13, linha azul). Neste espetro, os valores de

g, (paralelo) e a, (paralelo) podem ser determinados facilmente, obtendo-se por simulagdo
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(Fig. 4.13, linha vermelha) os valores g, = 1,9625 e a, = 150G. A posicao de g, e dos 8
desdobramentos desta linha estdo indicados a castanho (Fig. 4.13). Porém, os valores de gy

(perpendicular) e ay ndo poderam ser identificados.

— ¥+ VRS + ATP
— Linha de base corrigida

i g=2,000 — Simulac¢io

=1,9625

9=

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400
Campo magnético (G)

Figura 4.13 — Espetro de RPE experimental da amostra contendo Vo, Ca’’-ATPase ¢ ATP
(linha preta), espetro experimental corrigido (linha azul) e simulagdo possivel do espetro
experimental (linha vermelha).

4.2.4.3 Efeito de agentes antioxidantes na reversio da inibi¢io da Ca’*-ATPase induzida
pelos oxometalatos

Verificou-se anteriormente que os oxometalatos da vanadio V; e Vjo tém um efeito na
diminui¢io do teor em cisteinas reduzidas na Ca>"-ATPase, o que pode ter influéncia na sua
atividade. No sentido de observar se esse efeito pode ser revertido por antioxidantes, estudou-
se a agdo de trés antioxidantes no sentido de verificar se poderiam reverter a inibi¢do induzida
pelos oxometalatos na atividade da Ca*-ATPase. Assim realizaram-se estudos com um
conhecido antioxidante intracelular a glutationa reduzida (GSH) que se sabe poder reduzir o
vanadio(V) a vanadio(IV) e com dois antioxidantes naturais, a quercetina e o canferol.
Relativamente a glutationa (GSH), ela foi adicionada ao meio mesmo antes da adicdo dos
oxometalatos. Muito embora se tenha observado que as solugdes das espécies de vanadio (V;
e Vi) induzem a oxidagdo de cisteinas, a GSH ndo revelou ser capaz de poder prevenir ou

e e .. 2+ - .
reverter a inibicdo da atividade da Ca” -ATPase uma vez que ndo se encontraram diferencas
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significativas nos entre os valores de atividade aos valores de ICsp dos oxometalatos com ou

sem GSH (Fig. 4.14), para os oxometalatos estudados.
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Figura 4.14 - Efeito da glutationa reduzida (GSH) na atividade da Ca2+-ATPase de RS, em
presenga de concentracdes de ICsy dos oxometalatos. A atividade foi medida como indicado
na seccao 3.4.3 e calculada de acordo com as equagdes 3.3 e 3.4. Os resultados sao
apresentados como médias + desvio padrdo, de ensaios em triplicado.

Os ensaios de atividade utilizando outros antioxidantes como a quercetina e o canferol,
antioxidantes presentes no vinho e nas magas, respetivamente, nao se mostraram eficazes na
reversdo da atividade da Ca’"-ATPase, o que pode sugerir que os efeitos inibitdrios ndo sdo
uma consequéncia da oxidagdo da cisteina, ou que a oxidacdo da cisteina especifica nao

contribui de forma significativa para a modulagio da atividade da Ca**-ATPase (Fig. 4.15).
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Figura 4.15 - Efeito dos antioxidantes quercetina e canferol na atividade da Ca*"-ATPase de
RS, em presenca de concentragdes de ICsy dos oxometalatos de vanadio V| e V. A atividade
foi medida como indicado na sec¢do 3.4.3 e calculada de acordo com as equacdes 3.3 e 3.4.
Os resultados sdo apresentados como médias + desvio padrao, de ensaios em triplicado.
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4.2.5 Estudos da interacio de vanadato e decavanadato com a Ca’**-ATPase de RS por
espetroscopia de absorc¢ao atdmica

Entre os oxometalatos estudados, os oxometalatos de vanadio apresentaram a capacidade de
induzir oxidagdo de cisteinas, o que os diferencia dos outros oxometalatos, além do
decavanadato ser o inibidor mais potente da atividade da Ca®’-ATPase. Neste trabalho,
analisou-se a pela primeira, a interagdo do vanadato (V) e decavanadato (Vo) com a Ca®'-

ATPase de RS, por espetroscopia de absor¢ao atomica.

4.2.5.1 Interacio de vanadato e decavanadato com a Ca**-ATPase de RS nas suas
diferentes conformacgdes por EAA
Os primeiros ensaios realizados para avaliar a interacdo passaram por incubar solucdes
contendo a Ca**-ATPase em meios que induziam as conformagdes E1, EIP, E2 e E2P com as
espécies de vanadio V) e V.

Quando se incubaram resultados quantidades equimolares (1 uM) de proteina com V,
e V1o, na propor¢do 1:1 metal:proteina, verificou-se que no meio quando a Ca**-ATPase se
encontra induzida na conformagao El, cerca de 39 % do total de vanadio encontrou-se na
forma ligada quando se utilizou solugdes contendo V. Quando a incubagao foi realizada com
Vi, apenas cerca de 4% do vanadio total encontrou-se de forma ligada (Fig. 4.16).

A pequena quantidade de V, que se liga a conformacdo E1 ou E1P esta de acordo com
o ja referenciado anteriormente, uma vez que o vanadato liga-se preferencialmente a
conformacdo E2 relativamente a conformag¢do E1 (Dupont e Bennet, 1982; Aureliano e
Madeira, 1994a). Esta afirma¢ao pode ser confirmada (Fig 4.16), quando se incubou V| com a
Ca**-ATPase, num meio contendo um agente quelante tal como o 4cido
etilenoglicoltetracético (EGTA), situacdo em que a conformacgdo E2 ¢ induzida. Neste caso, a
quantidade de V| ligada aumenta cerca de 6-7 vezes relativamente ao que se observa quando a
proteina foi induzida para a sua conformacdo El. Quando a proteina foi induzida numa
conforma¢do E2 a quantidade de V,; ligado acerca-se a valores da ordem dos 30 %
relativamente a quantidade total de V, presente no ensaio (Fig. 4.16).

Este aumento de ligagdo do V ndo ¢ revertido pela presenca de fosfato, uma vez que
quando se induziu a conformagdo E2P a quantidade de V; ligado determinado nas condi¢des
experimentais que induzem a conformagdo E2P ¢é semelhante ao determinado quando se

induziu a conformacao E2.
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Figura 4.16 - Analise das espécies de vanadio V; e Vo ligadas nas diferentes conformagdes
da Ca’"-ATPase de RS por espetroscopia de absor¢io atomica (EAA). Amostras contendo
Vanadato (V) ou decavanadato (Vo) com a concentracdo de 1 uM para ambas as espécies de
vanadio e igual concentragio de Ca®"-ATPase de RS (1 pM), num meio contendo: KC1 0,1 M,
HEPES 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e a) CaCl, 50 uM (+Ca/-ATP); b) CaCl, 50 uM e ATP
2,5 mM (+Ca/+ATP); ¢) EGTA 0,5 mM (+EGTA); d) EGTA 50 mM e fosfato 5 mM
(+tEGTA/+Pi1), foram centrifugadas de acordo com o descrito na sec¢do 3.7.7 e os
sobrenadantes foram analisados no seu conteudo em vanadio. Amostras controlo de V; e Vi,
com a mesma concentracdo, 1 uM, na auséncia de Ca?"-ATPase de RS foram tratadas nas
mesmas condi¢des e nos diferentes meios. Os resultados obtidos correspondem a média +
desvio padrdo e resultam da analise em triplicado de um minimo de trés preparacdes
diferentes de VRS para cada condi¢do experimental. *Significativamente diferente do
controlo (p < 0,05).

Ao contrario da interagio do vanadato com a Ca’"-ATPase, a interagio de Vi
aparentemente nio é afetada pelas diferentes conformagdes da Ca®"-ATPase de RS, uma vez
que ndo se observam diferencas significativas entre as quantidades de V ligado em qualquer
das conformagoes (Fig. 4.16). Estes resultados estdo de acordo com os observados em estudos
de interacdo por espetroscopia de RMN (Aureliano e Madeira, 1994a).

Na presenga de calcio (50 uM) e ATP (2,5 mM), ou seja quando a conformagdo E1P
foi induzida observou-se uma pequena diminuicdo da quantidade de Vo ligado, de 39 para
33%, enquanto a quantidade de V; ligado apresentou um ligeiro aumento de 4 para 7 %. Este
efeito oposto ao do ATP na interagdo de ambas as espécies Vg e V; ja havia sido descrito na

interagio com a Ca*"-ATPase (Aureliano e Madeira, 1994b) ou na intera¢io com actina ou
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miosina (Tiago et al., 2004a; Ramos et al., 2009; Ramos et al., 2011; Ramos et al., 2012).
Muito embora se tenha observado esta tendéncia, as diferengas ndo sdo significativas para a
ligacdo de cada oxometalato nas conformagdes E1 e E1P. As diferencas sdo consideradas
significativas (p < 0,05) se considerarmos a interagdo de Vo € V| quer seja na ligacdo a
conformagao E1 ou EIP. Assim, Vg liga-se a qualquer conformacao da enzima enquanto V;
apenas liga nas conformacdes E2 e E2P.

Verificou-se ainda que ndo existem diferencas significativas para a ligagdo do Vo a
Ca’"-ATPase nas conformagdes E1 ¢ E1P em varias proporg¢des metal:proteina (Fig. 4.17), o
mesmo acontecendo para as conformagdes E2 e E2P, relativamente ao Vjy. Contudo, parece

haver uma tendéncia para uma ligeira menor ligacao para as conformagdes fosforiladas, E1P e

E2P (Fig. 4.18).

0,80 1 B V10 +Ca/-ATP
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OVv10 +Ca/+ATP
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0,50 1
0,40 1
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Figura 4.17 - Analise da ligag¢ao Vlo-Ca2+-ATPase de RS nas conformagdes E1 e E1P, apos
incubacdo com proporgdes metal proteina (1:2; 1:1; 2:1;10:1) em uM, por EAA num meio
contendo: KCI 0,1 M, HEPES 25 mM pH 7,0 e MgCl, 5 mM e a) CaCl, 50 uM (+Ca/-ATP);
b) CaCl, 50 uM e ATP 2,5 mM (+Ca/+ATP). As amostras foram centrifugadas de acordo com
o descrito na seccao 3.7.7 ¢ os sobrenadantes foram analisados no seu contetdo em vanadio.
Amostras controlo de Vo com a mesma concentragdo, 1 uM, na auséncia de Ca’"-ATPase de
RS foram tratadas nas mesmas condigdes e nos diferentes meios. Os resultados obtidos
correspondem a média + desvio padrao e resultam da andlise em triplicado de um minimo de
trés preparagdes diferentes de VRS para cada condig¢do experimental.
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Figura 4.18 - Analise da ligagio Vp-Ca*"-ATPase de RS nas conformagdes E2 ¢ E2P, apos
incubacdo com propor¢des metal:proteina (1:2; 1:1; 2:1;10:1) em uM, por EAA num meio
contendo: a) KC1 0,1 M, HEPES 25 mM pH 7,0, MgCl, 5 mM e EGTA 0,5 mM (+EGTA); b)
EGTA 50 mM e fosfato 5 mM (+EGTA/+Pi). As amostras foram centrifugadas de acordo com
o descrito na sec¢do 3.7.7 e os sobrenadantes foram analisados no seu contetido em vanadio.
Amostras controlo de Vo com a mesma concentracdo, 1 uM, na auséncia de Ca’"-ATPase de
RS foram tratadas nas mesmas condigdes ¢ nos diferentes meios. Os resultados obtidos
correspondem a média + desvio padrdo e resultam da andlise em triplicado de um minimo de
trés preparagdes diferentes de VRS para cada condi¢do experimental.

4.2.5.2 Determinacio da estequiometria de ligacio V;-Ca’*-ATPase de RS e da
constante de dissociacido (Ky) por EAA

Nas condi¢gdes experimentais correspondentes a conformagdo EI, determinou-se a
estequiometria de ligagdo Vo-Ca*"-ATPase. Usando o método de Job modificado, verificou-
se que a quantidade de Vo ligado aumenta linearmente com a razdo Vjo/proteina até
aproximadamente a razdo 1:1, obtendo-se a saturagdo, a valores de vanddio ligado

equimoleculares com a quantidade de proteina, o que indica uma estequiometria 1:1 (Fig.
4.19).
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Figura 4.19 - Determinagdo da estequiometria de ligagdo Vo:Ca*’-ATPase de RS pelo
método de Job modificado. Foram incubadas amostras Ca*"-ATPase de RS contendo 1 pM
com concentragdes de Vo entre 0 e 2 M, num meio contendo KC1 0,1 M, HEPES 25 mM
pH 7,0, MgCl, 5 mM e CaCl, 50 uM. Apds centrifugacao de acordo com o descrito na sec¢ao
3.7.7, os sobrenadantes foram analisados no seu conteudo em vanadio por EAA. Amostras
controlo de Vo com as mesmas concentra¢des, na auséncia de Ca’"-ATPase de RS, foram
tratadas nas mesmas condigdes. Os resultados obtidos correspondem a média + desvio padrdo
e resultam da analise em triplicado de um minimo de trés preparagdes diferentes de VRS para
cada condicdo experimental.

A estequiometria 1:1, entre metal:proteina determinada por EAA foi confirmada por aplicagao

do método de Job tradicional em se usam razdes diferentes de metal:proteina. (Fig. 4.20).
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Figura 4.20 - Determinacio da estequiometria de ligacdo Vjo:Ca’’-ATPase de RS pelo
método de Job. Foram incubadas amostras Ca”>"-ATPase de RS contendo entre 0 ¢ 1 uM com
concentragdes de Vo entre 0 ¢ 1 uM e nas seguintes proporcdes Vip:proteina (uM) (1:0, 4:1,
3:2, 2:3, 1:4 e 0:1) num meio contendo KCI1 0,1 M, HEPES 25 mM pH 7,0, MgCl, 5 mM e
CaCl, 50 uM. Os resultados obtidos correspondem a média + desvio padrdo e resultam da
analise em triplicado de um minimo de trés preparacdes diferentes de VRS para cada
condicdo experimental.
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A constante de dissociagio (Kg) de Vo para a Ca*"-ATPase é um pardmetro muito poucas
vezes referido na literatura, existem estudos efetuados usando isotiocianato de de fluoresceina
em que por espetrofotometria de fluorescéncia (FITC) foi determinado para o vanadato um Ky
na ordem dos puM™ (Highsmith et al., 1985). Neste trabalho também foi determinada a
constante de dissociacdo entre o Vg e Ca’"-ATPase utilizando a EAA. Os resultados foram

analisados pelo método de Scatchard, usando as seguintes propor¢des entre metal e proteina:

1:4,1:2,1:1, 2:1, 10:1 e 20:1. (Fig. 4.21)
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Figura 4.21 - Analise da interacio entre Vo e Ca*'-ATPase de RS pelo método de Scatchard.
Os ensaios foram realizados com as seguintes razdes entre metal e proteina (uM): 1:4, 1:2, 1:1
2:1,10:1 e 20:1 num meio contendo KCl1 0,1 M, HEPES 25 mM pH 7,0, MgCl, 5 mM e CaCl,
50 uM. Apds centrifugacao de acordo com o descrito na sec¢do 3.7.7, os sobrenadantes foram
analisados no seu contetido em vanddio por EAA. Amostras controlo de Vo com as mesmas
concentragdes, na auséncia de Ca*"-ATPase de RS, foram tratadas nas mesmas condi¢des. Os
resultados obtidos correspondem a média + desvio padrdo e resultam da analise em triplicado
de um minimo de trés preparacdes diferentes de VRS para cada condig¢do experimental.

O valor obtido para a constante de dissociacdo (K4) 1,07 uM'1 para a interacdo entre Vo e
Ca’"-ATPase de RS ¢ muito semelhante aos valores descritos para o célcio, magnésio e ATP,
respetivamente 1, 0,9 ¢ 1 uM™' (Gonzalez et al., 2006). A partir desta analise, obteve-se o
valor maximo de concentragdo de Vi ligado de 1,11 pM que vem confirmar novamente a

estequiometria de ligagio 1:1 entre Vo e a Ca**-ATPase, sugerindo que existe uma molécula

de Vo por cada Ca®"-ATPase (Fig. 4.21).
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4.2.5.3 Analise por EAA do efeito de heparina e de decaniobato na interacao V10-Ca2+-
ATPase

Estudos adicionais por EAA, foram efetuados para tentar esclarecer o local de interagdo do
V1o com a Ca>"-ATPase de RS. Deste modo analisou-se, na auséncia e na presenca de ATP, a
interacdo entre Vo e Ca’"-ATPase de RS na propor¢ao 1:1 entre metal e proteina. Nestas
condi¢des também se efetuaram ensaios na presenca de heparina com as concentracdes de 30
e 60 pg e na presenga de concentragdes de 10, 100 e 200 uM de decaniobato.

Verificou-se que a heparina ndo afeta a interagdo do Vo com a Ca’"-ATPase de RS nas
concentragdes utilizadas em ensaios realizados na auséncia ou na presenga de ATP. Por outro
lado Nby, reverte de modo significativo (p < 0,05) a ligagdo do Vi (1uM) a Ca’"-ATPase de
RS com uma percentagem de cerca de 50 % de reversao, para 100 uM de Nbj,. Na presenga
de ATP, este efeito ndo ¢ observado ou seja o ATP impede a reversdo da ligagdo que ocorre

pela presenca de Nb;pem ensaios na auséncia de ATP (Fig. 4.22).
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Figura 4.22 - Andlise de vanadio por espetrofotometria de absor¢ao atomica (EAA) de
amostras contendo Vo (1uM) apods adigdo de uma concentragio igual de Ca’’-ATPase de
reticulo sarcoplasmatico (1 pM), na presenca de heparina ou decaniobato. As amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante analisado por EAA como o descrito na sec¢do 3.7.2. Os
resultados sdo representados como médias + desvio padrao. Os resultados apresentados sdo a
média de ensaios em triplicado. *Significativamente diferente do controlo (p < 0,05).
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Utilizando Nb;y em concentragao 200 uM os resultados sido equivalentes aos resultados com
100 pM em Nby, ou seja a reversdo da ligagdo entre Vo e Ca**-ATPase atinge um méximo de

cerca de 50 % na auséncia de ATP.

4.2.6 Estudos da interacio decavanadato com a Ca’*-ATPase de RS por espetroscopia
de RMN

Para as solugdes “stock™ preparadas segundo o descrito na sec¢do 3.2.1, nomeadamente a
solucao de vanadato 50 mM a pH 7,0 e decavanadato 50 mM a pH 4,0, os espetros de RMN
revelaram apenas os picos carateristicos das espécies V| e Vi, tal como se verificou em
estudos anteriores (Aureliano e Madeira, 1994a).

Assim, no presente estudo foram obtidos espetros de RMN de decavanadato nas
condi¢des descritas na seccdo 3.8.1 de modo a verificar a interagio da Ca*"-ATPase com o
decavanadato ¢ a influéncia do decaniobato nessa interagdo. Para a solucdo de Vo nas
condi¢des do ensaio (5 mM de vanadio total), o espetro >'V-RMN revelou os picos da

espécie Vi, Vo, e Vae Vi (Fig. 4.23a).
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Figura 4.23 - Espetros de RMN do is6topo 51 de vanadio (105,2 MHz), a temperatura
ambiente, de decavanadato (5 mM vanadato total) em 25 mM HEPES (pH 7,0), 100 mM KClI,
5 mM MgCl,, 50 uM CaCl, (a) e apos adigdo sucessiva de Ca’"-ATPase de RS (b), 2,5 mM
de ATP (c) e decaniobato (ImM) (d).
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Nos espetros de *'V-RMN (Fig. 4.23a ¢ Fig. 4.24a) o decavanadato apresenta trés picos,
nomeados por Vipa, Vios € Vioc, numa proporcao 2 :2 :1, tal como verificado em trabalhos
anteriores (Aureliano e Madeira, 1994a; Tiago et al., 2004b; Ramos et al., 2010; Crans et al.,
2011). Um alargamento do sinal de RMN observado para o Vo o indica que o decavanadato
(V1) interage com a Ca’"-ATPase de RS (Fig. 4.23b), sendo a intera¢io mais forte na
presenga de ATP, o ligando natural da Ca’*-ATPase de RS, uma vez que se observa um
alargamento de 3 para 4 (Fig. 4.23c, Tabela 4.4). A adi¢dao de Nbj( reverte a interagdo de Vg
com a Ca’’-ATPase uma vez que o alargamento diminui de 4 para 3 (Fig. 4.23d), na presenga
de ATP, e de 3 para 2,5 na auséncia de ATP (Fig. 4.24b e Fig. 4.24c, Tabela 4.4). Os sinais de
RMN C; e C, observados nos espetros de RMN (Fig. 4.23 e 4.24) correspondem a sinais de
complexos entre vanadatos e sacarose (Aureliano e Madeira, 1994a), uma vez que as

~ 2+ A
preparacdes de Ca” -ATPase contém sacarose.
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Figura 4.24 - Espetros de RMN do isétopo 51 de vanadio (105,2 MHz), a temperatura
ambiente, de decavanadato (5 mM vanadato total) em 25 mM HEPES (pH 7,0), 100 mM KClI,
5 mM MgCl,, 50 uM CaCl, (a) e apo6s adicdo sucessiva de Ca”*-ATPase de RS (b),
decaniobato (1 mM) (c) e decaniobato (0,5 mM) (d).
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Tabela 4.4 - Parametros espectrais de RMN, a temperatura ambiente, nomeadamente desvio
quimico (8), largura a meia altura (Av,,,) e fator de alargamento da largura a meia altura (f)
que ¢ definido como o coeficiente entre o valor da Av,, na auséncia e na presenca de Ca*'-
ATPase de RS (5 mg/mL) das espécies de vanadato monomérico (V;), dimérico (V,),
tetramérico (V4) e decamérico (Vo) presentes em solu¢do de decavanato 5 mM de vanadio
total, correspondente a 0,5 mM de V|, em diferentes condigdes experimentais.

Decavanadato (5 mM)

Vioc Vios Vioa \ V) V4 C C
Meio
8/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0 -551,0
Avip/Hz 13940 996,0 3980 199.0 3980  199,0
Area 2,5 6.4 10,4 4,3 1,0 5.6
[+ Ca’"-ATPase de RS (5 mg/mL)]
8/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0 -551,0
Avip/Hz 2788,0 2390,0 1195,0 199.0 996,0 10950
f (2,0) (2.4) (3,0 (1,0)
Area 3,6 5.4 8,5 1,2 1,0 2,8
+ Ca®"-ATPase de RS (5 mg/mL) + ATP (2,5 mM
g
S/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0  -551,0
Avip/Hz 3386,0 2589.0 1593,0 11950 1195,0
f (2.4) (2,6) (4,0
Area 2,9 5.4 6,9 0,9 2,0
[+ Ca®"-ATPase de RS (5 mg/mL) + Nbyo (1 mM)]
8/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0 -551,0
Avip/Hz 2190,0 1991,0  996,0 199.0 996,0 10950
f (1,6) (2,0 (2,5 (1,0)
Area 2,6 5,8 9.6 0,9 0,8 2,0
+ Ca**-ATPase de RS (5 mg/mL) + Nbyo (0,5 mM
g
S/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0  -551,0
Avip/Hz 2788,0 2190,0  996,0 199,0 11950 11950
f (2,0 (2,2) (2,5) (1,0)
Area 3,3 5,8 9,5 0,6 0,8 2,0
[+ Ca®"-ATPase de RS (5 mg/mL) + ATP (2,5 mM) + Nbyo (1 mM)]
8/ppm  -421,0 -4950 -512,0 -558.0 -571,0  -575,0  -537,0 -551,0
Avip/Hz 2788,0 1991,0 1195,0 11950 11950
f (2,0) (2,0 (3,0)
Area 2,9 4,7 8.4 0,5 1,4
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4.2.7 Estudos estruturais por Espetroscopia de Raman
A fim de esclarecer as alteragdes estruturais induzidas pelos oxometalatos na Ca*"-ATPase,
foi utilizada a espetroscopia de Raman para analisar as diferentes conformagdes da Ca*'-
ATPase em solugdo e comparar o efeito que a presenga dos oxometalatos induzem na
proteina, e se favorecem uma determinada conformacao.
Foram obtidos os espetros de Ca”*-ATPase na conformacio El e na conformacio E1P,

na presenca de ATP (Fig. 4.25).
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Figura 4.25 - Espetros de Raman da Ca*"-ATPase nas conformagdes E1 ¢ E1P.

Os espetros da Ca®’-ATPase, apresentam perfis semelhantes em ambas as
conformacgdes E1 e E1P, verificando-se uma maior intensidade dos picos a 837, 926, 1075,
1150, 1380 ¢ 1465 ¢ 1650 cm™ para a conformagio E1P. O pico mais intenso a 1650 cm’,
corresponde a vibracdo de alongamento do grupo carbonilo (C=0) presente nas ligagdes
peptidicas do chamado grupo amida I. O pico a 1150 cm™, provavelmente pode ser atribuido
as vibragdes de alongamento dos grupos metileno (CH;) das moléculas lipidicas (Thomas,
2002; Nielsen et al., 2007) uma vez que a amostra contém ndo so a proteina membranar, mas
também a bicamada lipidica natural do reticulo sarcoplasmatico. Um ligeiro aumento no pico
a 1650 cm’', atribuida 4 amida I (vibragdo de alongamento grupo carbonilo do péptido), é
observado para a conformacdo E1P (Fig. 4.25), o que sugere mudancas na estrutura

secundaria da proteina. Nao se observaram alteragdes significativas quando foram obtidos
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espetros da Ca’’-ATPase num meio contendo EGTA, que complexa todo o calcio livre e
favorece a conformagdo E2, comparativamente com a conformacao E1 (Fig. 4.26) ou quando
se obteve o espetro na presenga de EGTA e fosfato inorganico, ou seja nas condigdes em que

a conformagdo E2P ¢ favorecida (Fig. 4.27).
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Figura 4.26 - Espetros de Raman da Ca*"-ATPase nas conformagdes E1 e E2.

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600 1800

Nimero de onda (cm'l)

Figura 4.27 - Espetros de Raman da Ca®"-ATPase na conformagio E2 e apos fosforilagdo na
conformagao E2P.

Relativamente aos espetros da Ca>"-ATPase obtidos apds incubacgo com os diferentes
oxometelatos verificou-se que o molibdato e o tungstato (Fig. 4.28A e Fig. 4.28B), induzem
diferentes mudangas nas intensidades dos picos, mas ndo de modo tdo intenso quanto o

observado na mudanca da conformacdo El para E1P, sugerindo que estes oxometalatos
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possam promover mudangas conformacionais diferentes na proteina mas com tendéncia a

uma modificacao semelhante ao induzido pela fosforilagdao pelo ATP.
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Figura 4.28 - Espetros de Raman de Ca”**-ATPase nas conformagdes E1, EIP ¢ na presenca
de molibdato (acima, A) ou tungstato (abaixo, B).

Em comparagdo com os espetros de E1P, apos a adi¢cdo de Mo, os picos a 837, 1075 e 1650
cm” ndo se alteraram, enquanto o pico a 1650 cm™ ¢ mais intenso e os picos a 926, 1150 e
1380 cm™ sdo menos intensos (Fig. 4.28A). Portanto, Mo diminuiu a intensidade do pico a
1150 cm™, e aumentou intensidade do pico a 1650 cm’', pertencentes, respetivamente as
vibracdes de alongamento do metileno (CH;) em moléculas lipidicas e amida I devido a

presenca da ligagao carbonilo (C=0) (Thomas, 2002; Nielsen et al., 2007).
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Para o W, verificou-se uma diminui¢do de intensidade nas bandas, em comparagao
com E1P, relativamente aos seis primeiros picos observados no espetro, ao passo que o pico a
1650 cm™ mostrou a mesma intensidade (Fig. 4.28B). Embora tanto para Mo e W, se tenha
observado sinais de aumento de estrutura organizada em a-hélices, a interagdo com Mo
parece induzir alteragdes diferentes e mais pronunciadas na conformagio da Ca*"-ATPase do
que a interacdo com W, nomeadamente entre a conformagdo E1l e E1P.

Ao contrario dos oxometalatos anteriores, as intensidades dos sinais de diminuiram,
em todos os picos em comparagdo com 0s espetros da Ca”"-ATPase na conformacio E1 ou
E1P, ap6s a incubagdo da Ca’"-ATPase com decavanadato (Vo) (Fig. 4.29), decaniobato
(Nbyo) (Fig. 4.30), ou vanadato (V;) (Fig. 4.31).

Intensidade (u.a.)
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Figura 4.29 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E1, E1P ¢ na presenca
de decavanadato.
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Figura 4.30 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E1, E1P ¢ na presenca
de decaniobato.
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Figura 4.31 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E1, EIP ¢ na presenca

de vanadato.

Além disso, a diminuicdo das intensidades dos picos observada nos espetros de Raman
quando a proteina interage com Vo, Nbjp ou V; observada relativamente a conformacao El,
foi também detetada no espetro de Raman, quando a enzima esta na conformacao E2, isto &,
auséncia de calcio livre, devido a presenca de EGTA. Sugere-se que estes oxometalatos

possam interatuar com a proteina quer na conformacao E1 ou E2 (Fig. 4.32, Fig. 4.33 e Fig.

4.34),

Y9}
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Figura 4.32 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E2, E2P e na presenca
de decavanadato.
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Figura 4.33 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E2, E2P e na presenga
de decaniobato.
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Figura 4.34 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E2, E2P e na presenga
de vanadato.

Em sentido contrario, aos efeitos induzidos pelos oxometalatos de vanadio e niobio,
ndo se observaram alteragdes significativas, detetadas no espetro de Raman, relativamente a
conformacao E2 da proteina, apds adicdo de fosfato inorganico (conformacao E2), no caso do

tungstato (Fig. 4.35), enquanto incrementos de intensidade em todos os picos, com exe¢do do
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pico a 926 cm’', foram observados pela interacdo do molibdato relativamente a ambas

conformagdes, E2 e E2P (Fig. 4.36).
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Figura 4.35 - Espetros de Raman de Ca’’-ATPase nas conformagdes E2, E2P e na presencga
de tungstato.
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Figura 4.36 - Espetros de Raman de Ca’"-ATPase nas conformagdes E2, E2P e na presenga
de molibdato.
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5.1 Inibicio da atividade da Ca’"-ATPase por oxometalatos de vanadio, niodbio,
tungsténio e molibdénio.

A primeira enzima a ser descrita como sendo inibida pelo decavanadato (Vi) foi a adenilato
cinase (DeMaster e Mitchell, 1973). Desde entdo, tém sido descritas muitas enzimas e/ou
proteinas, que interagem com o Vi, o qual se reconhece poder ter diferentes efeitos
bioldgicos, tais como, por exemplo, a miosina (Tiago et al., 2004a; Tiago et al., 2007), a Ca*'-
ATPase (Csermely et al., 1985a; Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano e Madeira, 1994b;
Hua et al., 2000; Aureliano et al., 2005; Aureliano et al., 2008) e actina (Ramos et al., 2006;
Ramos et al., 2009, Ramos et al., 2010; Ramos ef al., 2011; Ramos et al., 2012), entre outros
(Messmore e Raines, 2000; Aureliano e Gandara; 2005; Aureliano e Crans, 2009; Aureliano,
2009). Mesmo assim, na maioria dos estudos sobre as interagdes/efeitos de vanadato com
proteinas, os autores assumiram o vanadato monomérico como a espécie ativa, ndo sendo
geralmente considerada a contribui¢do de outros polioxovanadatos. Em muitos destes estudos
nao ¢ fornecida qualquer informagdo sobre a composi¢ao das solu¢des de vanadato e outros
em que se afirma claramente que a acidificacdo do meio foi realizada, formando-se a espécie
V1o que ao estar presente no meio pode contribuir para os efeitos bioldgicos observados
(Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009). De facto, ¢ bem conhecido que a espécie Vg
induz vérios efeitos em sistemas bioldgicos, nao so in vitro mas também in vivo (Aureliano e
Madeira, 1994a; Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009).
Estudos com Vo demonstraram que este 130 tem um efeito diferente de vanadatos simples
(Willsky et al., 1984; Aureliano e Madeira, 1994a; Crans, 1994; Messmore e¢ Raines, 2000;
Aureliano e Gandara, 2005; Ramos et al., 2006; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009).

No entanto, espécies de oxovanadatos, como Vo, estdo ainda em processo de continua
pesquisa relativamente aos seus efeitos em sistemas bioldgicos, como descrito em revisdes
recentes (Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009; Ramos et al.,
2012). Alguns autores tém-se focado na interacdo de oxovanadatos, especificamente o Vo,
com sistemas biologicos, sendo a literatura sobre a quimica dos polioxovanadatos em solucao
muito extensa (Pope, 1983; Muller et al., 1998).

Assim, além de vanadio (V), tungsténio (W) e molibdénio (Mo) tém também sido
utilizados num grande numero de substancias farmacologicas (Stankov et al., 2007), incluindo
aqueles com aplicacdes antidiabéticas (Stankov et al., 2007; Nomiya, 2001) em adipdcitos de
ratos (Matsumoto, 1994; Ahmad, et al., 2006; Zorzano et al., 2009), em que o Vo tem sido

sugerido como sendo um agente insulino-mimético mais potente do que alguns complexos de
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vanadio, embora o mecanismo de acao nao seja bem conhecido (Pereira et al., 2009). Talvez o
efeito mais notdvel do Vo descrito até agora refira-se a inducdo da despolarizagdo da
membrana mitocondrial e a inibi¢do de consumo de oxigénio em concentragdes nanomolares,
o que leva a necrose celular (Soares et al., 2007c ; Soares et al., 2008Db).

A Ca”**-ATPase de RS tem provado ser um excelente modelo para o estudo dos efeitos
do oxovanadatos e complexos de vanadio em E1/E2-ATPases ou ATPases do tipo P, tal como
outras E1/E2 enzimas, nomeadamente a Na', K'-ATPase. Eles também estdo envolvidos na
homeostasia do Ca*" e portanto, podem regular a sinalizagdo de vérios processos em células
musculares e ndo musculares, e as ATPases do tipo P sdo conhecidas como alvos potenciais
farmacos na medicina (Schiett, ef al., 2009). O transporte de calcio pela Ca®"-ATPase de RS
pode ser afetado pela toxicidade que os metais podem exercer na atividade da Ca*"-ATPase,
tendo sido demonstrado que o transporte de Ca*" pode ser inibido por oxovanadatos, tais
como o Vj, enquanto nao foram detetados efeitos com o vanadato em concentragao até 2 mM
(Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano e Madeira, 1994b). Além disso, a atividade de
ATPase desta enzima ¢ muito sensivel a presenca de complexos de vanadio, tais como varios
complexos de vanadio-citrato e o complexo de bis(maltolato)oxovanadio(IV) (BMOV), entre
outros (Aureliano et al., 2005; Aureliano et al., 2008). Nesses estudos, verificou-se que os
diferentes complexos de coordenag¢dao de vanddio induzem diferentes graus de inibicao de
Ca*"-ATPase, em que os complexos de vanadio podem inibir a bomba de célcio com mais ou
menos poténcia do que vanadato (V;), sugerindo que o seu modo de acdo ¢ diferente do que o
vanadio nao complexado.

Além disso, de entre todos os complexos de vanadio ou oxovanadatos nao
complexados, o Vo parece ser o oxomatalato mais potente no que diz respeito a inibicao da
Ca?"-ATPase (Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano et al., 2005; Aureliano et al., 2008),
observa¢ao confirmada neste estudo que indica o decavanadato como o oxometalato de maior
poténcia inibitéria da Ca**-ATPase (ICso = 15 uM). Sendo conhecido que a homeostasia do
calcio tem um papel importante nos processos envolvidos na morte celular, tais como necrose
e apoptose. Além de se ter verificado que a diminui¢do da atividade da Ca’"-ATPase de RS
em condigdes especificas associadas com diabetes, pode resultar num comprometimento do
relaxamento cardiaco (Bidasee ef al., 2004) ou que a administracdo in vivo de espécies
decavanadato, também tém demonstrado que a atividade da Ca>"-ATPase de RS diminui
(Soares et al., 2007a), isto sugere que estas enzimas podem ser um alvo importante para o

desenvolvimento de drogas especificas uma vez que as bombas i6nicas sao conhecidas como
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alvos potenciais de drogas na medicina (Schiett, et al., 2009). Uma vez que as cinases de
tirosina e fosfatases estdo envolvidos nos processos bioquimicos de diversas doencas, os
oxometalatos e polioxometalatos podem ser potencialmente uteis no tratamento, embora os
mecanismos exatos de agdo ainda sdo incertos ou ndo completamente esclarecidos.

Assim ¢ particularmente importante, neste contexto, compreender os efeitos € o modo
de interacdo dos metais em modelos bioldgicos que imitam, tdo perto quanto possivel, as
condicdes fisioldgicas. Em estudos anteriores foi previamente verificado que complexos de
vanadio inibem a Ca**-ATPase numa extensdo diferente dos oxovanadatos simples (Hua et
al., 2000; Aureliano et al., 2005; Aureliano et al., 2008).

No presente estudo, tendo em conta os estudos de inibi¢do efetuados, todos os
oxometalatos estudados exibem um efeito inibitorio da atividade da Ca*"-ATPase de RS. As
curvas dose resposta mostraram que a sensibilidade da Ca*"-ATPase de RS ¢ diferente para
cada um dos oxometalatos. As espécies decaméricas de V e Nb, decavanadato (Vi) e
decaniobato (Nbj) sdo as que apresentam um efeito inibitdrio mais acentuado pois sao as que
apresentam valores de ICsy mais baixos, o que estd de acordo com resultados que se
conhecem para o decavanadato como alvo de algumas proteinas ou enzimas nucleotido
dependentes (Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009). Por outro lado, os dados
relativamente aos efeitos do tungstato ou molibdato sobre a Ca’"-ATPase de RS sdo escassos
ou inexistentes no caso do decaniobato.

O que é obvio ¢é o facto de o molibdato ser o inibidor menos efetivo da Ca’"-ATPase
de RS relativamente aos outros oxometalatos monoméricos (tungstato e vanadato) por isso o
que apresenta menor risco de toxicidade celular.

De acordo com a ordem relativa para a inibicio da Ca®"-ATPase de RS pelos
oxometalatos que foi obtida: V;>Nb;e>V>W;>>>Mo;, pode-se afirmar que os
polioxometalatos sdo inibidores muito mais potentes de ATPases do tipo P, como a Ca®'-
ATPase de RS, com uma magnitude de poténcia inibitoria entre 3 e 3000 vezes superior aos
oxometalatos monoméricos estudados, e que apenas o Vo tém um efeito inibitdrio que
aumenta em fun¢do do tempo de incubagdo.

As informagdes sobre o tipo de inibi¢do enzimatica que os oxometalatos induzem na
Ca”"-ATPase sio escassas ou inexistentes. Em alguns estudos, o decavanadato foi descrito
como inibidor ndo competitivo (Aureliano e Madeira, 1994a; Aureliano, 2007). Outros
estudos, no entanto, verificaram que a interagdo do decavanadato com a Ca’"-ATPase ¢

competitiva (Csermely et al., 1985a; Csermely et al., 1985b), e propuseram dois sitios de
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ligagdo para o Vjp na Ca2+-ATPas, um deles o sitio de ligacdo do vanadato, outro o sitio de
ligacao nucleotidico (Csermely et al., 1985a; Csermely et al., 1985b; Varga et al., 1985 ). Isto
levou a sugestdo de que o sitio de ligagdo Vo€ o mesmo que o local de ligagdo do ATP ou,
pelo menos, na proximidade deste, uma vez que foi observado que um marcador fluorescente,
o isotiocianato de fluoresceina (FITC), que se liga especificamente a Lys-515 no interior do
local de ligacdo de ATP também previne a ligagdo do decavanadato a Ca**-ATPase (Varga et
al., 1985). No entanto, nesses estudos nao sdo apresentados os valores cinéticos de Ky € Vinax
para determinar o tipo de inibi¢do pelo Vjo. No presente estudo, os resultados mostraram que
ambos os polioxometelatos Vip e Nbjp ttm um comportamento semelhante na inibicao da
atividade da Ca®"-ATPase. Anteriormente a este estudo, ndo existiam estudos sobre inibicdo
de ATPases por Nbjj. Os estudos sobre os efeitos biologicos do nidbio, nos ultimos dez anos
sdo escassos e incluem entre outros, atividade insulino-mimética, atividade antitumoral ¢
interagdo com proteinas (Hall et al., 2000; Maniatakou et al., 2009; Shi et al., 2010). Estudos
de 6sseo-integragdo e efeitos de acao a longo termo a nivel renal ou sistémico foram descritos
a mais de vinte anos como atividades bioldgicas do niobato (Wong e Downs, 1966; Schroeder
et al., 1970; Johansson e Albrektsson, 1991).

Apesar da sua bioquimica ser diferente, Nbj e Vo apresentam efeitos similares no que
diz respeito a inibicio da atividade da Ca®"-ATPase, sendo esta inibi¢io ndo competitiva
relativamente ao substrato. Assim, o tipo de inibicdo mista obtido por Vi poderd ser
explicado pela decomposicdo de Vo em V. V| pode competir para o local de ligagao do ATP,
uma vez que os anides vanadato sdo estruturalmente semelhantes ao anido fosfato e podem-se
ligar ao ADP formando o complexo ADP'V; que ¢ um analogo do ATP (Crans et al., 2004).
Deste modo, a estabilidade de Nb,y, permite deduzir o tipo de inibi¢ao de V.

As diferentes sensibilidades da Ca®’-ATPase para os diferentes oxometalatos e
polioxometalatos apontam para a necessidade de compreender o seu modo de atuagdo.
Aparentemente, as proteinas de membrana como a Ca>"-ATPase, revelam-se alvos de primeira
linha para os efeitos da exposi¢cdo a metais. De facto, o potencial impacto dos metais em
bombas i6nicas como a Ca®*-ATPase, pode afetar a modulagdo da homeostasia do calcio e
com isso afetar a regulacdo e bioenergética celular. Indiretamente, estes metais afetam
também outros processos tais como a apoptose, a necrose, alteracoes da dinamica do
citoesqueleto, alteragcdes no stresse oxidativo e alteragcdes da atividade mitocondrial (Soares et
al., 2008b; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009; Schiett et al., 2009). Em resumo, estes

estudos sugerem que as interagdes dos oxometalatos de vanadio, nidbio, tungsténio e
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molibdénio com a Ca®"-ATPase sdo diferentes, uma vez que ndo se comportam sempre como
analogos de fosfato. Assim, verifica-se serem necessarios estudos adicionais para clarificar a
interacdo e os efeitos de polioxometalatos e oxometalatos com a estrutura e funcionamento da
Ca’"-ATPase.

Considerando o papel das ATPases do tipo P, ndao podemos excluir a hipdtese de que a
inibi¢do de enzimas especificas por decavanadato ou decaniobato possam contribuir para as
observadas atividades anticancerigenas, antivirais e antidiabéticas, entre outras, que os
polioxometalatos de metais de transicao exibem, em especial os polioxometalatos de vanadio.
A capacidade destes oxometalatos atuarem tanto como analogos de fosfato, como analogos do
estado transicdo de enzimas catalisadas por processos de transferéncia de grupos fosfato e
como potencialmente moduladores ou inibidores de enzimas nucledtido dependentes, sugere
que diferentes oxometalatos podem revelar diferentes processos mecanisticos nestas classes
de enzimas.

No entanto, os mecanismos de acdo de tais complexos em células e animais ndo sao
tdo simples e muitas experiéncias serdo necessarias para deduzir para uma aplicacdo
medicinal. Portanto, embora seja sugerido que a inibicdo da Ca®"-ATPase por vanadatos possa
explicar muitos dos efeitos induzidos por vanadio, os mecanismos de acdo como antidiabético
ou anticancerigeno destes compostos ndao sdo simples e muitas experiéncias devem ser
realizadas para se chegar a essa conclusdo. Nesse sentido, embora muitos trabalhos apontem
os efeitos medicinais destes metais e sua utilizagdo como potenciais farmacos para o
tratamento e prevengdo de varias disfungdes, devem ser tomados alguns cuidados para nao

especular sobre as extraordinarias agdes terapéuticas de tais complexos.

5.2 Oxidagao de cisteinas e analise da reducdo de decavanadato por espetroscopia de
RPE. Efeitos de agentes antioxidantes na reversao da oxidacdo e na inibicdo da Ca*'-
ATPase induzida por oxometalatos

O facto de a inibi¢do pelo decavanadato ser nao competitiva, pode apontar para um modo
especifico de interagdo com a Ca’"-ATPase que é claramente diferente da descrita para o
vanadato V. Por outro lado, os estudos de inibicdo mostraram que o decavanato, o inibidor
mais potente, com o valor de ICsg para a inibi¢do da Ca*"-ATPase (ICso = 15 pM) que ¢ mais
de duas vezes menor do que o valor de ICsy para o decaniobato (ICsp = 35 uM). Isto mostra
que o decavanadato pode ter uma caracteristica diferente sobre a interacao de proteinas. Além

disso, alguns estudos, apontam para a oxidagao das cisteinas como uma parte fundamental do
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mecanismo de inibicio da Ca’’-ATPase pelo decavanadato (Viner et al., 1996; Viner et al.,
1999). Também se verificou que o vanadato pode ser reduzido por grupos tiol em condi¢des
fisiologicas (Crans et al., 2010), observando-se essa reducdo particularmente devido a uma
interacdo especifica com proteinas, tais como a actina (Ramos et al., 2009 ; Ramos et al.,
2010) e também com a Ca**-ATPase (Viner et al., 1999). Tem sido sugerido que apenas um
ou dois residuos de cisteina (Cys) da Ca’’-ATPase de RS sdo verdadeiramente importantes
para a fun¢ao da enzima (Viner et al., 1999). Uma modificagdo da Cys349, localizada perto
do local de fosforilagio leva e uma modulagio da atividade da Ca>*-ATPase pelo peroxinitrito
(Viner et al., 1996). Neste caso, a oxidacdo pode ser revertida com GSH, mas para
concentragoes elevadas de agentes de oxidacdao o conteido em grupos SH diminui e o efeito
ndo ¢ revertido, isto ¢, a oxidacao ¢ irreversivel (Viner et al., 1996). Na verdade, tém sido
observados efeitos inibitorios na Ca*-ATPase promovidos por espécies reativas de oxigénio e
de azoto (Viner et al., 1996; Viner et al., 1999), bem como pelo 3-bromopiruvato, conhecido
por ser uma substancia antitumoral (Jardim-Messeder et al., 2012), em todos estes efeitos
parece estar envolvido o processo de oxidagao de cisteinas da proteina.

Os resultados deste trabalho indicam que os oxometalatos de vanadio (V; e Vo), em
oposicdo aos oxometalatos de nidbio, tungsténio e molibdénio, oxidam as cisteinas da Ca*'-
ATPase, tendo-se comprovado a redu¢do do vanadio(V) a vanadilo por RPE. Nao foi possivel
fazer, através dos espetros de RPE obtidos, uma analise de que tipo de 4&tomos, possam estar a
coordenar o vanadio devido a dados incompletos. Assim, para sugerir quais 0s atomos
envolvidos na coordenagdo, era necessario recorrer a espetros de complexos com coordenagao
conhecida, de modo a relacionar a coordenagdo com os valores dos parametros de RPE.
Alguns dados, de pardmetros de RPE de complexos de vanadilo com apoferritina, malonato,
cianeto entre outros (Chasteen e Thail, 1982) existentes na literatura apresentam valores
diferentes dos obtidos para a interagio com a Ca>*-ATPase. Os valores descritos, obtidos por
RPE, para o complexo vanadio(IV)/F-actin: a, (paralelo) = 195,6G; ayy (perpendicular) = 65
G; g, (paralelo) = 1,9399; g, (perpendicular) = 1,998 (Ramos et al., 2009) também sdo
diferentes, o que sugere que os diferentes complexos com o id0 vanadilo originam valores
especificos dos sinais de RPE. Contudo, o valor de g, = 1,9625 obtido esta de acordo com o
referenciado para o valor de g, para o vanadilo em espetros de RPE, que em geral sao
inferiores ao valor tedrico para o eletrdo livre, observando-se em geral para o vanadilo um

valor de cerca de 1,95 para o g, (Smith et al., 2002).
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Relativamente ao efeito da presenca de antioxidantes, a presenca de GSH, quercetina
ou canferol, ndo revertem a inibi¢do induzida pelos oxometalatos, apesar de se ter verificado
uma reversdo da oxidacdo da cisteina pelo vanadato em presenca de quercetina. Portanto, os
resultados sugerem que o vanadato induz oxidacdo da cisteina, mas que esta oxidagdo nao
modula a atividade da Ca’"-ATPase.

Provavelmente, os residuos de cisteina que estdo localizados préoximo ao local de
ligagao de nucleotidos, tais como Cys675 ou Cys674, ndo sdo particularmente importantes na
modulacdo da atividade da enzima. Por outro lado tém sido descrito que a ligacdo do
decavanadato a Ca*-ATPase pode envolver todos os trés dominios citoplasmaticos, mas mais
perto do local de fosforilagdo da proteina (Hua et al., 2000; Toyoshima et al., 2000). A
ligagdo do decavanadato prevé que a molecula de V( encaixa na proteina como uma bola, o
que impede a mudanga para a conformagio que permite a libertagio do Ca®" (Toyoshima et
al., 2000). Este local de ligagdo poderia explicar o efeito inibitério que o decavanadato
apresenta na Ca”"-ATPase. Num outro estudo, observaram-se resultados similares aos obtidos
neste trabalho, assim verificou-se que a Ca*"-ATPase de RS de musculo-esquelético de coelho
foi oxidada por Fe*'/H,0,, sistema que gera radicais hidroxilo por reagdo de tipo Fenton, ¢ a
sua atividade inibida em 50 %. O uso de dois antioxidantes, trolox e stobadina, previnem a
oxidagdo dos grupos tiol (SH) e a peroxidagdo lipidica mas nao previnem a diminui¢ao da
atividade da Ca’’-ATPase (Voss et al., 2008). Contudo, a reversio da atividade por
antioxidantes foi observada num estudo recente, em que o -BHP (zerz-butil-hidroperoxido),
molécula que gera a produgdo de ROS, diminui significativamente a atividade da Ca®"-
ATPase de membranas de hepatocitos de rato, sendo essa atividade revertida em 40 % por
GSH e 20 % pelo antioxidante sintético BHT (butil-hidroxitolueno), tendo sido sugerido que a
inibigio da Ca**-ATPase envolve a oxidagdo de grupos tiol (Singh et al., 2012).

Salienta-se ainda que os estudos efetuados no presente trabalho, em que se utilizaram
solucdes de decavanadato teve-se em conta que a espécie Vo tem um tempo de semivida
entre 5 e 12 horas, a 25 °C, e cerca de 3 horas a 37 °C dependendo do meio (composigdo da
solugdo) e temperatura em que se efetuam os ensaios (Aureliano et al., 2002; Soares et al.,
2007a; Soares et al., 2007b; Soares et al., 2007d; Soares et al., 2008a).

A maior parte dos estudos com espécies de vanadio ou com complexos complexos
organicos de vanadio ndo tém em conta a estabilidade das solu¢des de vanadio. Neste estudo,
a maioria dos ensaios ndo foram além dos 10 a 30 minutos e a temperatura ambiente de

aproximadamente 25 °C, pelo que o tempo de dura¢ao dos ensaios é muito menor que o tempo
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de semivida determinado para o Vjy de modo a assegurar que os efeitos bioldgicos sdo
devidos maioritariamente a presenga do Vo nas solugdes deste oxometalato (Aureliano e
Madeira, 1994a; Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2007b; Soares et al., 2007d; Soares et
al., 2008; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009; Ramos et al., 2009; Ramos ef al., 2010).
Se ndo se tivesse em conta a estabilidade das espécies ou complexos de vanadio apenas se
poderia especular sobre a origem dos efeitos observados. De facto tem sido mostrado por
RMN que estes compostos de vanddio, podem em solucdo originar a complexos de vanadio
com diferentes estados de oxidagdo (Aureliano et al., 2008). Portanto, além dos fatores
conhecidos da complexidade quimica que o vanadio apresenta, nomeadamente os multiplos
estados de oxidagdo, a semelhanca existente entre o vanadato e o fosfato, a ocorréncia de
varios oligomeros de vanadio em solucdo e a possibilidade de formacdo de complexos de
vanadio com varias moléculas que apresentam atividade bioldgica com interesse, pode-se
adicionar ainda, a importancia de determinar a estabilidade das espécies de vanadio ou
complexos de vanadio em solu¢do, antes de, como referido na sec¢ao anterior (sec¢ao 5.2), se

especular sobre os efeitos.

5.3 Interacio de oxometalatos com a Ca’*-ATPase por espetroscopia de absorcio
atémica (EAA), espetroscopia de °'V-RMN e espetroscopia Raman
Os estudos por EAA foram efetuados em meios com as condigdes necessarias para induzir as
diferentes conformacdes da Ca’*-ATPase de RS (Aureliano e Madeira, 1994a). Por isso,
através da EAA foi possivel avaliar a interagdo de V| e Vo com a Ca’'-ATPase de RS, nas
suas diferentes conformacdes, correspondentes aos diferentes passos do mecanismo da
translocagdo de calcio, utilizando concentra¢des na ordem de uM que sao cerca de 1000 vezes
mais baixas do que as usadas na espetroscopia de >' V-RMN.

Verificou-se que o decavanadato apresenta uma maior interagio com a Ca® -ATPase de
SR em todas as conformagdes o que pode sugerir uma concordancia com os resultados
obtidos nos ensaios da atividade com o tempo de incubagdo, uma vez que o Vjo ¢ a espécie
que apresenta uma diminui¢do crescente da sua atividade em fun¢do do tempo de incubagao.
Pode-se observar que ha uma interacio de ambos os oxometalatos com a Ca’"-ATPase de RS,
sendo que o decavanadato possui uma interacdo superior em todas as conformacdes em
especial nas conformagdes E1 e EIP, esta superior capacidade de ligagdo superior esta de

acordo com o que tem sido evidenciado por outras técnicas de estudo da interacdo metal-
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proteina nomeadamente por >'V-RMN ou fluorescéncia (Csermely ef al., 1985a; Csermely et
al., 1985b; Aureliano, 2000; Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano e Crans, 2009).

Esta descrito que Vo se liga & Ca*-ATPase no sitio nucledtido da sua estrutura (Hua
et al., 2000). Alguns ensaios in vitro mostraram que a espécie Vo liga-se a miosina ATPase
(Tiago et al., 2004a; Tiago et al., 2007), e também induz a translocagdo de calcio pelo RS
mimetizando o segundo mensageiro inositoltrifosfato (IPs) (Fohr et al., 1991), além de outros
efeitos e interagdes (Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans, 2009).
Estes exemplos sdo demonstrativos de uma grande variedade de interagdes entre o Vi e
diferentes proteinas, nomeadamente em enzimas que tenham sitios de ligacdo com o inositol
3-fosfato, sitios de ligagdo de nucleotidos ou sitios de ligagao polifosfato proximo do dominio
de ligacdo ao substrato ou em sitios alostéricos. Contudo, ndo se encontram habitualmente
descritos estudos de estequiometria de ligagdo entre Vo e proteinas, particularmente
utilizando a EAA. Obteve-se uma estequiometria de ligagdo Vo:Ca”>"-ATPase 1:1 (Fig. 4.19 ¢
4.20), embora em estudos anteriores tivesse sido sugerida uma uma relacao metal:proteina de
1:1 e 2:1, respetivamente para o V| e V. Nesses estudos, sugere-se a existéncia na Ca’'-
ATPase de mais de um sitio de ligacdo para o polioxovanadato contendo 10 4tomos de
vanadio (Varga et al., 1985; Csermely et al., 1985b; Hua et al., 2000). Assim, o V(o poderia
ligar-se ao sitio de ligagdo do vanadato na Ca’"-ATPase, mas para concentracdes elevadas
podera ligar-se também ao sitio de ligacdo nucledtido como foi previamente determinado por
fluorescéncia e espetroscopia de RPE (Inesi ef al., 1984; Coan ef al., 1986). A estequiometria
1:1 obtida neste trabalho revela apenas um local de ligagdo entre Vjy e proteina, sugerindo
apenas um local de ligagao como descrito por Toyoshima (Toyoshima et al., 2000).

Também se analisou a interag¢do de Vo com a Ca’"-ATPase na estequiometria 1:1 em
presenca de heparina, normalmente descrita como um analogo do ATP, e referida em alguns
estudos como inibidor da Ca*"-ATPase da membrana plasmatica (Felix et al., 2007), ¢ na
presenga de decaniobato (Nbjg), um polioxometalato contendo 10 4tomos de niobio, com uma
estrutura idéntica ao Vo, sendo isoeletronicos ambos o polioxometalatos mas em que o
decaniobato tem uma elevada estabilidade em solucao (Ohlin et al., 2009b; Villa et al., 2009).
Relativamente a heparina, esta ndo revelou afetar a interagdo do Vo com a Ca’'-ATPase,
provavelmente a heparina nao se ligard no mesmo local do decavanadato. Por outro lado o
decaniobato reverte a associagao Vlo—Ca2+—ATPase, sugerindo que o decavanadato e o
decaniobato competem para o mesmo sitio de ligagdo a Ca’’-ATPase na auséncia de ATP,

enquanto na presenca de ATP esta ligagdo é prevenida. O facto de também ambos serem
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inibidores ndo competitivos pode indicar que terdo o mesmo local de ligagao uma vez que sao
moléculas isoestruturais. Assim, pode-se afirmar que o ATP ndo reverte a interacdo entre Vo e
a Ca’"-ATPase mas previne a competi¢do observada entre Vip ¢ Nbj, para a ligagio
metal:proteina. Talvez a similaridade existente nas cargas elétricas entre ATP (3-), Vi (6-) e
Nbjo (6-) seja um indicador do facto de estas trés moléculas poderem ligar-se ao sitio ativo da
Ca*"-ATPase, ou préximo do sitio ativo, ou numa porgdo do sitio ativo ou a diferentes
conformagdes da Ca*"-ATPase que se estabelecem no decurso do processo de translocagio do
calcio acoplado a hidrélise do ATP. A ocorréncia de dominios de ligacdo a anides que podem
ligar a decavanadato com elevada afinidade ja foram descritos para ABC ATPases (Messmore
e Raines, 2000). Também ¢ conhecido que o decavanadato apresenta interagao com a miosina
em dominios de ligacdo ao fosfato que ocorrem na vizinhanca dos denominados sitio de
ligacdo “back-door” (Tiago et al., 2004a; Tiago et al., 2007). Com actina foi sugerido que o
Vo tem uma interagdo eletrostatica com ligagdo ao sitio de ligacdo ao ATP (Ramos et al.,
2006; Ramos et al., 2009; Ramos et al., 2010; Ramos et al., 2011).

Relativamente a espetroscopia de RMN, esta tem sido uma das técnicas de referéncia
no estudo da interacio de oxometalatos de vanadio com a Ca’’-ATPase. Os primeiros
trabalhos em que se utilizou a >'V-NMR para explorar a interado entre oxovanadatos e
proteinas, nomeadamente a Ca’"-ATPase de RS (Csermely et al., 1985a), datam de meados
dos anos 80, mas, desde entdo, o método tem sido aplicado a uma variedade de biomoléculas,
incluindo proteinas musculares como a miosina e actina, entre outros (Inesi et al.,
1984; Aureliano e Madeira, 1994a; Tiago et al., 2004b; Aureliano, 2009; Aureliano e Crans,
2009; Ramos et al., 2010; Aureliano, 2011; Crans et al., 2011). Em geral, estes estudos
mostraram que na interagao de proteinas com determinadas espécies de vanadato(V) eram
induzidas mudangas na intensidade e na forma dos correspondentes sinais de vanadato de
RMN. Em alguns estudos, estas alteragdes ndo foram observadas e a interacao foi revertida
pela presenga dos ligandos naturais das proteinas (Aureliano e Madeira, 1994a; Tiago ef al.,
2004b; Ramos et al., 2010), proporcionando uma visdo sobre os modos preferidos de
interacao do vanadio com esses substratos.

Os estudos de absorcdo atomica que mostraram que o decaniobato, oxometalato
1soestrutural e isoeletronico do Vyy, previne a interacao do decavanadato com a Ca’"-ATPase
(Fig. 4.22). O facto de a inibigao pelo decavanadato ser nao competitiva, como sugerido (Fig
4.8), e que a interagdo com a Ca’ -ATPase ocorre independentemente da conformagdo em que

esta se encontra (Fig. 4.18), pode apontar para um modo especifico de interagio com a Ca*'-
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ATPase que ¢ claramente diferente da descrita para vanadato. Esta observagdo, de acordo com
estudos anteriores executados em condi¢gdes funcionais muito perto as fisioldgicas, significa
que o decavanadato ¢ a unica espécie de vanadio capaz de prevenir a translocagdo de célcio
acoplada a hidrolise de ATP, ao passo que nenhum efeito foi encontrado para solugdes de
vanadato até concentracdes de 2 mM (Aureliano e Madeira, 1994a). Deste modo, o recurso a
espetroscopia de RMN para verificar os resultados obtidos por EAA ¢ fundamental no sentido
de considerar o Nb;o uma ferramenta util no esclarecimento da a¢ao do decavanadato na Ca®'-
ATPase. A andlise dos espetros obtidos revelaram alargamentos de sinal semelhantes aos que
tém sido descritos em diversos casos de interagdo de espécies oligoméricas de oxovanadatos
com proteinas (Aureliano e Madeira, 1994a; Tiago et al., 2004b; Ramos et al., 2006;
Aureliano e Crans, 2009; Ramos ef al., 2010) ou com a estrutura lipidica (Crans ef al., 2011).
Contudo, em presenca de Nby, verifica-se uma diminuicdo do alargamento do sinal Vga,
devido 4 interagio Vo-Ca’"-ATPase, quer na presenca de ATP (Fig. 4.23d) ou na auséncia de
ATP (Fig. 4.24c e Fig. 4.24d). Estas observacdes confirmam que o Nbj reverte a interacao de
Vlo—Ca%—ATPase, indicando que as espécies Vg € Nbjy competem para o mesmo local de
ligagdo, um local que devera ser diferente do local de ligacdo de ATP. Estes resultados
complementam e comprovam a utilidade da EAA no estudo da interacdo de oxovanadatos
com a Ca’-ATPase e permitem deduzir os efeitos do decavanadato na Ca’’-ATPase
comparando-os com o seu analogo isoestrutural, o decaniobato.

Neste trabalho, considerou-se a utilizagdo da espetroscopia de Raman para analisar a
Ca’’-ATPase nas conformagoes E1, EIP, E2 ¢ E2P, e avaliar o efeito dos oxometalatos na
interacdo com a proteina, de modo a verificar que alteragdes conformacionais sao induzidas.
Dado que, a espetroscopia de Raman, entre outros processos e aplicagdes, ¢ uma técnica
sensivel a pequenas alteracdes estruturais de proteina, e tem sido uma ferramenta muito
versatil para investigar modificagdes estruturais de proteinas resultantes de uma interacao das
proteinas com metais (Carey, 1982; Tuma, 2005). Tal como na espetroscopia de
infravermelho, na espetroscopia de Raman, os espetros de Raman apresentam vérias bandas
que correspondem a modos de vibragdo especificos devidos a diferentes formas estruturais
comuns observadas em proteinas ou a modos vibracionais especificos de ligagdes ou grupos
funcionais existentes nas proteinas (Carey, 1982; Tu, 1982; Arp et al., 2001; Thomas, 2002;
Xie et al., 2004; Tuma, 2005; Nielsen et al., 2007). Entre estes, incluem-se uma banda a cerca
de 855 cm™, que pertence a residuos de tirosina, e uma banda proximo de 930 cm™, indicativa

de presenca de a-hélices (Tu, 1982; Arp et al., 2001; Xie et al., 2004; Tuma, 2005) (Fig.
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4.25). A espetroscopia de Raman foi utilizada para seguir a fosforilagdo de residuos de
tirosina de péptidos em que duas bandas entre 820 e 855 cm™ (Siamwiza e al., 1975; Arp et
al., 2001; Xie et al., 2004) sao observadas na auséncia de fosforilacdo. Assim, num espetro de
Raman de proteinas podem ser identificadas varias bandas que sdo sensiveis as alteragdes de
conformagdo das proteinas. Estas bandas podem ser utilizadas para a avaliacdo de mudangas
conformacionais de proteinas induzidas por fatores externos ou internos. Por exemplo, como
resultado da fosforilagdo da tirosina em péptidos, sdo observadas duas bandas a cerca 825 e
853 cm’! (Siamwiza et al., 1975; Arp et al., 2001; Xie et al., 2004). A razdo entre as
intensidades destas bandas dd-nos indicagdes sobre a forca da ligagdo de hidrogénio dos
residuos de tirosina (Siamwiza et al., 1975; Arp et al., 2001; Xie et al., 2004).

No presente estudo, esta ressonancia de Fermi nao foi observada e por isso o dupleto
de bandas nio ¢ visivel, mas em vez disso observa-se uma banda a cerca 837 cm™ (Fig. 4.25).
Tal observagdo pode ser interpretada de duas maneiras: i) as tirosinas nao estdo envolvidos
em ligacds de hidrogénio (Xie et al., 2004), ou ii) os residuos de tirosina quando fosforilados,
leva ao colapso do dupleto e uma unica banda ¢ observada (Siamwiza ef al., 1975; Arp et al.,
2001; Xie et al., 2004). Enquanto a primeira hipotese deve ser descartada, porque as tirosinas
teriam estar voltadas para o interior da proteina em vez de interagiram com a agua, o segundo
¢ improvavel porque ¢ conhecido que a Ca’’-ATPase ¢ fosforilada no acido aspartico (de
Meis e Vianna, 1979; Inesi et al., 1984).

Os espetros obtidos para a Ca>’-ATPase, na conformacgio E1 e E2 (Fig. 4.26), ndo
revelaram diferengas significativas, de acordo com observacdes efetuadas em estudos
semelhantes em que se utilizou outra bomba idnica, isto é, Na'/K'-ATPase (Raussens et al.,
1999 ; Nielsen et al., 2007). Os espetros obtidos em presenca dos oxometalatos revelam
diferengas que sdo mais evidentes quando comparadas com o espetro da Ca*-ATPase na
conformac¢dao El. Essas diferencas sdo mais pronunciadas em alteracdes de intensidade
observadas no pico a 1650 cm™, que est4 relacionado com a vibragio correspondente ao grupo
carbonilo da amida I, e indica alteragdes na estrutura secundaria e em alteracOes na
intensidade do pico a 1150 cm™ que podem ser devidas provavelmente s alteragdes induzidas
pelos metais nos grupos metileno das moléculas de lipidos (Nielsen et al., 2007) o que pode
sugerir um efeito sobre a estrutura da membrana lipidica.

Nota-se que a presenga do ligando natural da Ca®*"-ATPase, o ATP, induz alteragdes
conformacionais mais pronunciadas que as interacdes com os oxometalatos relativamente a

conformac¢ao E1 (Fig. 4.25). Este facto, podera estar relacionado em que apos a ligacdo de
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calcio dentro do dominio transmembranar, a ligacdo do ATP proxima dos dominios N ¢ P,
induzem diferencas no arranjo dos dominios citoplasmaticos, tais como o dominio de ligacao
de ATP e o dominio de fosforilagdo, que se traduz no movimento das hélices
transmenbranares de modo a fechar a passagem transmenbranar do local de ligagdo do calcio.
Por isso, além das alteragdes conformacionais induzidas pelo célcio, a fosforilagdo também
pode induzir fortes transi¢cdes conformacionais.

Relativamente ao efeito dos oxometalatos, ¢ sugerido que decavanadato e decaniobato
induzam alteragdes conformacionais semelhantes na Ca>’-ATPase, que sdo diferentes das
observadas nas conformagdes E1 ou E2, uma vez estes oxometalatos promovem alteragdes
semelhantes nos espetros de Raman (Fig. 4.29 e Fig. 4.30). Relativamente a W e Mo, estes
oxometalatos promovem alteragdes de conformacdo nitidamente diferentes das observadas na
interagdo dos oxometalatos de vanadio e niobio.

Tendo em conta as observagdes acima referidas, sugere-se que o tungstato induz o
mesmo tipo de mudangas estruturais que sdo muito semelhantes aos observados na
fosforilacdo por fosfato inorganico, ou seja, semelhantes a conformag¢do E2 ou E2P (Fig.
4.35) enquanto que molibdato induz mudancgas estruturais semelhantes a conformagdo E1P
(Fig. 4.28A). Por outro lado o decaniobato, vanadato e decavanadato causam alteragdes
diferentes, correspondentes a um tipo de espetro que ndo corresponde aos espetros descritos
para as conformagdes E1, EIP, E2 e E2P. No entanto, estes Gltimos oxometalatos interagem
com a Ca’-ATPase em ambas as conformagdes, El e E2, provocando alteragdes
conformacionais observadas por espetroscopia de Raman. Ao contrario, tungstato ¢ o
molibdato aparentemente parecem induzir conformagdes muito semelhantes as conformacgoes
E2 ou E2P e EI1P, respetivamente. Assim, a espetroscopia de Raman mostrou ser uma
ferramenta de diagnostico util para fornecer informagdes adicionais sobre o efeito da
oxometalatos na conformagdo Ca>"-ATPase e, como tal, complementar o uso ja conhecido das

técnicas de RMN e RPE na interagdo de metais com proteinas.
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6 Conclusdes

Os oxometalatos de vanédio, niobio, tungsténio e¢ molibdénio inibem a Ca’*'-ATPase de
reticulo sarcoplasmatico com os seguintes valores de 1Csp: 15, 35, 50, 400 uM e 45 mM,
respetivamente, para decavanadato, decaniobato, vanadato, tungstato e molibdato. Por
conseguinte, Vo € o inibidor mais potente desta enzima do tipo P, seguido de perto por Nby,
sendo por isso os polioxometalatos mais efetivos do que os correspondentes oxometalatos
monomericos.

O estudo da interacdo de vanadatos com a Ca’’-ATPase por espetrofotomeria de
absor¢do atdmica, que podendo detetar concentragcdes muito baixas de metais, mostrou-se
muito vantajosa. Mostrou-se que a estequiometria de ligagdo Vo: Ca®*-ATPase ¢ de 1:1, e que
0 Vjo liga-se numa extensdao semelhante em todas as conformacgdes da enzima, ou seja, E1,
E1P, E2 e E2P que ocorrem durante o processo de translocacao de calcio por transporte ativo.
Em contraste, foi demonstrado que a espécie monomérica de vanadato (V) liga-se
preferencialmente a Ca*"-ATPase apenas para as conformagdes E2 e E2P, enquanto para as
conformacdes E1 e EIP a ligagcdo ndo ¢ favorecida. Um K4 de 1 uM, foi determinado para a
constante de dissociag¢do Vm-Ca2+-ATPase. Concluiu-se que o Vjyp mostra uma interacao
especifica com a Ca”"-ATPase, em comparag¢do com outros oxometalatos.

Assim, o Vjo € um inibidor ndo competitivo e induz a oxidagdo de cisteinas na Ca®'-
ATPase, ao contrario de Nbyg, W ¢ Mo. A inibi¢ao da Ca”**-ATPase ndo ¢é revertida por GSH
ou quercetina, mas a oxidacao das cisteinas é parcialmente prevenida por antioxidantes, tais
como quercetina. Verificou pela primeira vez que o Nby, inibe a atividade da Ca*"-ATPase, ¢
que o faz de um modo ndo competitivo em relacdo ao substrato nativo, o ATP. Estes dados
levam-nos a concluir que o local de ligacao a Ca’"-ATPase do Vi, e Nbyo serd o mesmo. Por
outro lado, o Nbjy como ¢ estavel nas condi¢cdes experimentais, sendo uma espécie
isoestrutural e isoeletronica do Vo mostrou ser uma excelente ferramenta para clarificar o
modo de interacdo e os efeitos de Vipna Ca’"-ATPase.

A interagdo de decavanadato com proteinas, nomeadamente com a Ca**-ATPase, pode
afetar os grupos tiol com a consequente reducao de vanadato a vanadilo. Considera-se que as
presentes observagdes possam contribuir para a compreensao das interagdes dos oxometalatos
com a Ca’"-ATPase e o papel do Vo na biologia celular, em particular no mecanismo de
interagdo do Vo com as bombas i6nicas.

A espetroscopia Raman permite uma nova abordagem na interagdo dos oxometalatos

+ . . ~ . .
com a Ca’"-ATPase, podendo observar-se que distintas alteragdes conformacionais na
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proteina sdo induzidas pela presenca de diferentes oxometalatos, semelhantes a E1P, E2 e
E2P ou a nenhuma das conformagdes estabelecidas para o ciclo catalitico da Ca*"-ATPase.
Especificamente que molibdato e tungstato induzem EIP ou E2 e E2P, respetivamente,
enquanto decavanadato, decaniobato e vanadato monomérico induzem outras conformacgdes.
Sugere-se que devido a reducdo do vanadato, bem como o modo ndo competitivo da
inibi¢do induzida pelo Vjo na Ca2+—ATPase, as espécies monoméricas de molibdato e
tungstato se comportam de maneira diferente em relagdo a interacdo de Vo com a Ca®'-
ATPase de RS. Conclui-se que os oxometalatos induzem diferentes efeitos sobre a estrutura e

na fungdo da Ca*"-ATPase.
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Capitulo 7 As bombas idnicas como alvos de acido de farmacos e oxometalatos

7.1 Introducio

A descoberta acidental de que vanadio atuava como um inibidor de bombas i6nicas, tais como
Na",K"™-ATPase (ICso = 40 nM) (Cantley ef al., 1977), leva-nos, mais de 30 anos depois, para
a discussao das aplicagdes de oxometalatos e polioxometalatos como potenciais fArmacos no
tratamento da varias doencas cujos alvos moleculares estdo estabelecidos serem precisamente
bombas idnicas: Na",K'-ATPase, H",K'-ATPase ¢ Ca’*"-ATPase (Yatime et al., 2009). Estas
enzimas sdo classificadas como ATPases do tipo P, em que o processo de transporte de ides
estd acoplado a hidrdlise de ATP. O mecanismo ¢ bem conhecido, e envolve pelo menos
quatro etapas e duas conformacgdes proteicas, E1 e E2 (de Meis e Vianna, 1979). Durante o
processo de transporte de ides através da membrana, estas conformacgdes das proteinas podem
ser fosforiladas pelo ATP ou por fosfato inorganico, respetivamente. As trés principais
caracteristicas estruturais destas ATPases do tipo P incluem um dominio de ligagdo de
nucleotideo, localizado no lado citoplasmatico, um sitio de ligagdo de fosforilacdo e um sitio
de ligagdo dos catides localizado na regido transmembranar (de Meis e Vianna, 1979;
Toyoshima et al., 2000). Esses dominios podem ser alvos potenciais de inibidores utilizados
como agentes terapéuticos, embora o conhecimento do mecanismo de acdo, de muitos
farmacos ainda se encontre por esclarecer.

A Ca*"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (RS) tem a funcdo de remover o célcio
intracelular levando ao processo de relaxamento muscular (de Meis e Vianna, 1979;
Aureliano, 2011). O processo de transporte de calcio e/ou hidrélise de ATP pode ser inibido
por vanadato, particularmente em condigdes onde ¢ favorecida a conformacdo de E2,
formando-se um analogo da conformagdo E2P (Aureliano e Madeira, 1994a), por isso as
ATPases do tipo P também sdo caracterizadas por serem inibidas pelo vanadato (Pedersen e
Carafoli, 1987). Nos estudos apresentados no capitulo anterior, confirmou-se claramente que,
em comparac¢do com o vanadato, o decavanadato (Vo) ¢ um inibidor mais potente, sendo que
a interagdo ndo ¢ impedida quando a Ca’’-ATPase se encontra noutras conformagdes, El,
E1P, E2 ou E2P, contrariamente ao que acontece com o vanadato. Assim, a interacdao de Vg
com a proteina ndo é prevenida pela presenca de Ca’" ou ATP, enquanto a inibi¢io ¢ ndo
competitiva, relativamente ao ATP (Fraqueza et al., 2012a).

Além disso, durante o mecanismo de inibicdo da Ca’*"-ATPase pelo decavanadato,
ocorre oxidacdo de cisteinas na proteina e simultaneamente o decavanadato ¢ reduzido,
embora as implica¢des desse processo ainda ndo se encontrem completamente esclarecidas

(Fraqueza et al., 2012b).
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Existem por outro lado algumas drogas e/ou fairmacos conhecidos como inibidores de
bombas idnicas tais como: ouabaina, omeprazol, tapsigargina (TG), entre outros, mas apenas
para alguns foram claramente estabelecidos mecanismos e sitios de ligacdo nas ATPases
(Yatime et al., 2009). A maioria destes inibidores das bombas i6nicas ligam-se as proteinas
perto ou dentro do dominio transmembranar bloqueando a entrada dos catides, principalmente
quando a proteina estd na conformacdo E2 (Yatime et al., 2009), enquanto os oxometalatos
interatuam com a proteina no lado citoplasmatico no dominio nucleotidio ou num lobo
esférico que envolve os trés dominios citoplasmaticos (Toyoshima et al., 2000). Entre as
ATPases do tipo P, os principais inibidores da Na',K'-ATPase sdo os esteroides cardiotonicos
(CTS), sendo para a H',K'-ATPase, os designados como inibidores da bomba de protdes
(PPI) e, mais recentemente, os bloqueadores acidos competitivos do potassio (PCAB). Para a
Ca”**-ATPase temos a tapsigargina, o acido ciclopiazonico (CPA) e vanadato como inibidores
conhecidos, entre outros. Assim, verifica-se que as bombas idnicas sdo alvos moleculares
potenciais para compostos utilizados como antiulcerosos, anticancerigenos e na isquémia
cardiaca, entre outras doencas. Estes compostos que tém sido descritos como potentes
inibidores de bombas i6nicas, embora os mecanismos de a¢cdo ndo estejam completamente
compreendidos, em alguns casos, enquanto para outros, ainda ndo estdo completamente
estabelecidos. Por outro lado, as potenciais aplicagdes de oxometalatos e polioxomelatos em
farmacologia e medicina, bem como a compreensdo dos seus efeitos nos varios processos
bioquimicos sdo assuntos de interesse crescente na atualidade.

Assim, este capitulo apresenta como perspetiva analisar € comparar oS varios
mecanismos ¢ sitios de ligagdo nas bombas idnicas, de farmacos inibidores das bombas
ionicas e compara-los com diferentes oxometalatos e polioxometalatos. Por exemplo, a
capacidade de inibi¢do da Ca®’-ATPase por estes oxometalatos ndo ¢ muito diferente dos
farmacos conhecidos. Destaca-se, neste capitulo, o decavanadato como sendo um forte
inibidor da Ca®"-ATPase (ICsp = 15 puM), o qual apresenta interagdes especificas com a
proteina. Estas perspetivas podem ser uteis para desenvolver estratégias de incluir este
polioxometalato em futuros compostos com aplicagdes terapéuticas. De entre as interacdes
especificas de Vi com a Ca*"-ATPase destacam-se: inibidor nao-competitivo, relativamente
ao ATP; a sua ligagdo ndo é impedida por qualquer das conformagdes Ca*"-ATPase, liga-se
num lobo esférico na regido citoplasmatica envolvendo varios dominios; induz oxidagdo de
cisteinas e formag@o de vanadilo. A maioria dos fAirmacos ligam-se a proteina dentro dominio

transmembranar, bloqueando a entrada de catides, somente quando as ATPases estdo nas
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conformagdes mais favoraveis, E2 ou E2P. Apresentam-se, neste capitulo, estudos sobre
interagdes de oxometalatos e polioxometalatos com bombas idnicas, € compara-se o seu modo
de acdo com outros inibidores de bombas idnicas, conhecidos para serem utilizados como
drogas terapé€uticas. Deste modo, analisaram-se 18 classes de compostos conhecidos como
inibidores de bombas idnicas, num total de 44 compostos em que apenas para dez compostos

sao conhecidos os mecanismos de acao.

7.2 Inibidores de Na',K'-ATPase

Os inibidores da Na',K'-ATPase incluem compostos utilizados para o tratamento de doencas
diversas, tais como: insuficiéncia cardiaca, antipsicéticos, antimalaria, sendo também usados
como anestésicos, promotores tumorais, antibidticos e agentes de insulino-miméticos (Tabela
7.1). Como foi descrito acima, o vanadato ¢ um conhecido inibidor da Na',K'-ATPase, ou
seja, um inibidor de ATPases do tipo P, que bloqueia a bomba na sua conformagao E2P.
Também os esteroides cardiotonicos (CTS), tais como a ouabaina, sdo fortes inibidores da
Na",K"™-ATPase com valores de ICsy abaixo de 1 uM (Tabela 7.1). Os CTS bloqueiam o
mecanismo de translocag¢do de catides de forma semelhante ao vanadato, nomeadamente por
ligacdo na conformacao E2P, embora se possam ligar a varios estados conformacionais da
bomba, que ocorrem durante o processo de transporte. Relativamente a ouabaina, esta inibe a
Na',K'-ATPase através de ligacdo a Na',K'-ATPase pelo lado extracelular (Fig. 7.1). Esta
inibi¢do induz um aumento da concentragio intracelular de Na" que conduz a um aumento da
concentracdo de célcio através do trocador Na'/Ca>™ (Paula ef al., 2005; Schoner ¢ Scheiner-
Bobis, 2007; Yatime et al., 2009). Esta associagao entre a bomba e o trocador leva a um
aumento da concentracdo de calcio intracelular e logo induz o processo de contragdo muscular
e por isso este tipo de compostos caracterizam-se como medicamentos cardiotonicos.

Devido a relevancia que as bombas idnicas t€ém na homeostasia do calcio, a ouabaina
também tem sido usada no tratamento de tumores mamadrios (Bottinger e Habermann, 1984;
Dzimiri e Almotrefi, 1991; Juhaszova e Blaustein, 1997; Scheiner-Bobis e Schneider, 1997;
Ihenetu et al., 2007; de Pont et al., 2009; Wansapura et al., 2009; Zhang et al., 2010).

Além dos CTS conhecem-se outros inibidores da Na',K'-ATPase usados como
farmacos, nomeadamente a cloropromazina, um medicamento antipsicotico (Tabela 7.1), a
cloroquina (ICsp ndo encontrado) um conhecido agente anti malédria, e o antibidtico

gramicidina A (ICso= 8uM).
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Subunidade

Sitio de
ligagao
dos

CTS

Extracelular

Sitio de
ligacao
dos
catides

Citoplasma

Figura 7.1 — A ligacdo dos inibidores esteroides cardiotonicos (CTS) na Na',K'-ATPase
localiza-se na zona extracelular junto a entrada do canal de saida dos ides (Adaptado de
Yatime et al., 2009).

Uma vez que estes farmacos também afetam outras proteinas ou os efeitos sobre a
Na"K"™-ATPase sdo apenas observados para concentragdes mais elevadas, a nosso
conhecimento, ndo foram descritos mecanismos bioquimicos de agdo envolvendo a Na' K'-
ATPase para esses farmacos (Bhattacharyya e Sen, 1999). Entre os inibidores da Na'" K'-
ATPase referidos na tabela 7.1 (Bottinger ¢ Habermann, 1984; Dzimiri ¢ Almotrefi, 1991;
Ishida et al., 1993; Juhaszova e Blaustein, 1997; Scheiner-Bobis e Schneider, 1997;
Bhattacharyya e Sen, 1999; Kutchai e Geddis, 2001; Thenetu et al., 2007; Coca et al., 2008;
Takada et al., 2008; de Pont et al., 2009; Wansapura et al., 2009; Wu, 2009; Zhang et al.,
2010; Colovi¢ et al., 2011), foi descrito o mecanismo de acdo de alguns esteroides

. ;. . , r . \ + +
cardiotonicos, tais como a ouabaina. Neste caso, a ouabaina liga-se a Na ,K'-ATPase na
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interface da membrana perto da entrada do sitio de ligacdo do catido (Fig. 7.1) quando a
Na' K'-ATPase se encontra na conformacgdo E2P, tal como referido. Sdo fundamentais nesta
interagdo, os residuos de aminoacidos localizados entre as hélices transmembranares TM2 e
TM1, entre outras como TM5 e TM6. Nao ¢ claro se os CTS com diferentes tamanhos ou em
conformagdes diferentes da Na",K'-ATPase vio se ajustar a este local de ligacdo ou mesmo
se eles bloqueiam a entrada de catides com a mesma poténcia (Croyle et al., 1997; Yatime et
al., 2009).

Além de vanadato, também o tungstato e polioxotungstatos sao conhecidos por inibir a
Na' K'-ATPase. Para esta enzima, polioxotungstatos (W),) apresentam uma maior
capacidade de inibicio com um ICsy cerca de 3 puM (Colovié et al., 2011) enquanto o
tungstato apresenta uma menor capacidade de inibigio (ICso = 1,5 mM) para Na', K -ATPase,
mas muito mais significativa capacidade de inibicdo para a Ca’"-ATPase de RS (ICsy =
400uM). Para a Ca’"-ATPase verificou-se que e o tungstato apresenta um tipo inibicdo
competitivo relativamente ao ATP (Capitulo 4, sec¢do 4.2.3). Portanto, os oxometalatos e
polioxometalatos, sdo fortes inibidores de bombas idnicas tal como se verifica com certos

farmacos, que t€ém como alvos as bombas ionicas.

7.3 Inibidores de H',K'-ATPase

Entre os inibidores da H',K'-ATPase incluem-se farmacos antiulcerosos, antivirais e
antibioticos (Tabela 7.1). As doengas gastricas sdo muito dolorosas e podem levar a ulceragao
da mucosa gastrica por isso, normalmente, a inibi¢do da H',K -ATPase ¢ uma estratégia para
evitar a segregacdo 4cida e assim prevenir o agravamento da ulceracdo que ocorre nestas
patologias. Os primeiros inibidores da bomba de protdes (PPI), foram compostos derivados de
benzimidazol, como o omeprazol, que apresenta valores de ICsy de cerca de 3-4 uM,
superiores ao ICsy dos bloqueadores acidos competitivos com o potéassio (PCAB) (ICsy=0,1
uM) ou dos compostos com propriedades antibioticas como as prodigiosinas (ICso = 0,03 pM)
(Keeling et al.,1985; Asano et al., 1990; Hayashi et al., 1990; Beil et al., 1992; Kataoka et al.,
1995; Seto-Young et al., 1997; Matsuya et al., 2000; Farley et al., 2001; Simon et al., 2007).
Relativamente aos inibidores da bomba de protdes (PPIs), estes ligam-se a bomba também na
conformacdo E2P, em que no caso do omeprazol, o mecanismo de inibi¢do descrito implica
uma reacdo irreversivel em que o omeprazol é convertido na sua forma ativa, o 4cido
sulfénico ou a sulfenamida que vai reagir com os residuos de cisteina da proteina, levando a

inibi¢io da H',K'-ATPase (Shin e Sachs, 2006; Sachs et al., 2007; Yatime et al.,2009).
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Tabela 7.1 — Valores de 1Csy, K4 € aplicagdes terapéuticas de compostos inibidores de ATPases do tipo P.

< ape ICs Kq Aplicagdes A s
Classe de inibidor Compostos [uM] [nM] terapéuticas Referéncias
Inibidores de Na'/K'-ATPase
(Juhaszova e Blaustein,
>10 1997)
(Juhaszova ¢ Blaustein,
0.01-0.5 1997)
0.600 (Thenetu et al., 2007)
29 (Bottinger e Habermann,
: 1984)
(Bottinger e Habermann,
’ 0.08-0.32 1984)
Ouabaina 18 (Dzimiri e Almotrefi,
. Tratamento da 1991)
Esteroides cardioténicos 1-100 insuficiéncia cardiaca (Wansapura et al., 2009)
! CTS totom 60 congestiva e arritmia ~ (De Pont et al., 2009)
( ) 277 cardiaca (Scheiner-Bobis e
) Schneider, 1997)
(Scheiner-Bobis ¢
28 3.62 Schneider, 1997)
1 (Zhang et al., 2010)
dihidro-ouabaina > 1000 (De Pont et al., 2009)
Dicoxina 0.910 (Thenetu et al., 2007)
g 20 (De Pont et al., 2009)
Digoxigenina > 100 (De Pont et al., 2009)
Strofantidina 160 (De Pont et al., 2009)
Ouabagenina > 1000 (De Pont et al., 2009)
Kqi = 32500 (Bhattacharyya e Sen,
. . Farmaco antipsicotico 1999)
Cloropromazina Cloropromazina (CPZ) Kq = 142500 fototdxico
62.5 (Kutchai e Geddis, 2001)
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ICs Kaq Aplicagoes

Classe de inibidor Compostos [uM] [nM] terapéuticas Referéncias
Inibidores de Na'/K'-ATPase
=20000
Cloroquina Cloroquina (CLQ) n.d.* Ka Farmaco antimalaria (Bhattacharyya e Sen,
K4 = 115000 1999)
Procaina 17700 (Kutchai e Geddis, 2001)
Cloroprocaina 13000 (Kutchai e Geddis, 2001)
Procaina e derivados Bupivacaina 6700 Anestésicos locais (Kutchai e Geddis, 2001)
Mepivacaina > 10000 (Kutchai e Geddis, 2001)
Lidocaina 30400 (Kutchai e Geddis, 2001)
0.8 (Bottinger e Habermann,
: 1984)
0.2-0.45 (Bottmger1 ggfél‘e)lbermann,
Palitoxina Palatoxina (PTX) Promotor tumoral Scheiner-Bobi
0.0035 (Sc einer-Bobis e
) Schneider, 1997)
(Ishida et al., 1993; Coca
0.4-3.1 20000 et al., 2008; Wu, 2009)
Gramidicina A Gramidicina A 8.1 Antibiotico (Takada et al., 2008)
Acido tungstosilicico, (W12) s
HLSiW1,040 (WSiA) 34-43 (Colovi¢ et al., 2011)
Compostos de tungsténio Acido tungstofosforico, (W12) Propriedades insulino-
cido tungstofosforico, (W12 i miméticas x .
HyPW 1,040 (WPA) 2.9-3.1 (Colovi¢ et al., 2011)
Tungstato de sodio (W) 1300-1500 (Colovi¢ et al., 2011)

* Nao determinado
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Classe de inibidor Compostos [Ipcl\flo] [fh‘/’[] tg[;llicéi‘i(i)::s Referéncias
Inibidores de H',K'-ATPase
30 (Matsuya et al., 2000)
50 . (Seto-Young et al., 1997)
Inibidores da bomba de protdes Omeprazol 2.4 A(glﬁrclzerzsn‘:;;ﬁs;zsss (Beil et al., 1992)
(PPIs) 3.9 oo dge nas) (Keeling et al., 1985)
36 (Keeling et al., 1985)
Pantoprazol 6.8 (Beil et al., 1992)
Bloqueadores acidos SCH 28080 (2-metil-8- .,
competitivos com o potassio (fenilmetoxi)imidazo-[1,2]- 14.3 Ag,entes antrlulgerosos (Farley et al., 2001)
(PCABs) piridina-3-acetonitrilo) (tlceras gastpcas c
Soraprazan 0.1 26.4 duodenais) (Simon et al., 2007)
Acido scopadulcico B (SA-B) 54 (Asano et al., 1990)
Diterpenoides 20-30 Agente antiviral (Hayashi et al., 1990)
Diacetil scopadol (DAS) 17 (Asano et al., 1990)
Prodigiosinas Prodigiosina 25-C 0.03 (Kataoka et al., 1995)
Prodigiosina 1.5 Antibioticos (Matsuya et al., 2000)
Metacicloprodigiosina 3.0 (Matsuya et al., 2000)
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© eps ICs K4 Aplicacoes I
Classe de inibidor Compostos [uM] [nM] terapéuticas Referéncias
Inibidores de Ca**-ATPase

0.029 , (Johnson et al., 2002)
] ] . . Profarmaco paraa (Sagara e Inesi, 1991;

Tapsigargina Tapsigargina (TG) 0.001 terapia de’ tumores na Geng ¢ Lotz, 1995)
0.01674 prostata (Moreno et al., 2008)

7 . ) (Soler et al., 1998)

Acido ciclopiazonico Acido ciclopiazénico Agdo (‘:ardlop‘rotetora

(CPA) 0.2 na isquemia do (Yard et al., 1994)

1.0 miocardio (Yard et al., 1994)

3.0 Geng e Lotz, 1995)

Ciclosporina A 62 Agentes (Bilmen et al., 2002)

Lactonas macrociclicas Ivermectina 3.4 IMunoSSUPressores, (Ahern ef al., 1999)
14.9 agente antihelmintico  (Bilmen et al., 2002)

Rapamicina 77 (Ivermectin) (Bilmen et al., 2002)

Agentes aptitumorais, (Logan-Smith et al.,

15.0 antioxidantes, 2001)
Curcuminoides Curcumina antiartriticos,
antiamiloides e anti-
7.0-17.0 K41 =550 inflamatérios (Bilmen et al., 2001)
Ka = 10000
BHQ .
2,5-di-(t-butil)-dihidroxiquinona (2,5-di-(z-butil)- 200 Agente antioxidante (LOgan_Z%I(?llth etal,
dihidroxiquinona) )
35 , . (Grosch et al., 2006)
Celecoxib Celecoxib Farmaco anti-

35 inflamatdrio (Johnson et al., 2002)
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© eps ICs K4 Aplicacoes I
Classe de inibidor Compostos [uM] [nM] terapéuticas Referéncias
Inibidores de Ca**-ATPase

Vanadato monomérico (V) 50 (Fraqueza et al., 2012)
Decavanadato (V) 15 1000 (Fraqueza et al., 2012)

PDC-V(V)- piridina-2,6- .
dicarboxilatodioxovanadio(V) 25 (Aureliano et al., 2008)

BMOV ;
bis(maltolato)oxovanadio(IV) 40 (Aureliano et al., 2008)
Vanadato monomérico (V) 80 (Aureliano et al., 2008)

Compostos de vanadio HIDA-V(IV) - bis(N- Propriedad,eg insulino-
hidroxiliminodiacetato) 325 mimeticas (Aureliano et al., 2008)
vanadio(IV)
Complexo vanadio(V):citrato
(VC) (NHa)s 500 (Aureliano ef al., 2005)
[V204(C6H407)2]'6H20
Complexo

peroxovanadio(V):citrato .

(PVC)) (NHa)e 500 (Aureliano et al., 2005)
[V202(02)2(C6H4O7)2]'4H20

Compostos de tungsténio Tungstato de so6dio (W) 400 (Fraqueza et al., 2012)
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Foi descrito que a interagdo dos PPI com a proteina resulta numa oxidagdo da cisteina
813, embora outros residuos de cisteina em varias hélices transmembranares possam estar
envolvidos, tais como os residuos Cys321, Cys822 ou Cys892 (Lambrecht et al., 1998). Outro
farmaco usado no tratamento de tulceras peptidicas, o soraprazan pertence ao grupo dos
bloqueadores 4cidos competitivos com o potassio (PCAB) e ¢ mais potente do que os PPI. O
mecanismo de agdo ndo ¢ conhecido, tendo sido sugerido que competem com o potassio

antagonizando o seu transporte (Simon et al., 2007).

7.4 Inibidores de Ca**-ATPase

Entre os inibidores da Ca**-ATPase, incluem-se compostos usados na terapia de tumores,
agentes cardioprotetores, agentes imunossupressores, entre outras aplicagdoes (Tabela 7.1).
Destes inibidores destacam-se a tapsigargina (TG) e o acido ciclopiazénico (CPA). A
tapsigargina (TG), composto extraido de uma planta mediterranica, a tapsia (Thapsia
garganica), ¢ o mais potente inibidor da Ca®*-ATPase de entre todos os inibidores conhecidos
desta enzima, com ICsp numa gama de concentragdes na ordem dos nM (Sagara e Inesi, 1991;
Geng e Lotz, 1995; Johnson et al., 2002; Moreno et al.,2008) (Tabela 7.1). O uso de TG como
antitumoral, tem sido descrito uma vez que a inibicdo da Ca*"-ATPase leva ao aumento da
concentragdo de célcio no citoplasma, o que conduz a ativagdo de fatores de apoptose que
controlam a morte celular. Ambos os compostos TG e acido ciclopiazénico (CPA, (ICsy =
1uM)) estabilizam a conformag¢ao E2 da enzima (Yatime et al., 2009), impedindo a ligagdo do
calcio a enzima e a indugao da conformacao de E1. Tal como acontece com os inibidores do
tipo P anteriores, estes compostos ligam-se na zona de membrana, mais especificamente na
via de entrada do calcio para os locais de ligag@o, portanto proximo da zona transmembranar.
No entanto, eles ligam-se em diferentes sitios que podem ser ocupados simultaneamente pelos
dois inibidores (Yatime ef al., 2009).

Assim por exemplo, o BHQ (2,5-di-(#-butil)-dihidroxiquinona) também se associa a
proteina a0 mesmo sitio de ligacdo de CPA. A TG e o CPA além de locais de ligacao
diferentes, também t€ém modos de acdo diferentes para esta enzima. Assim, enquanto a TG
bloqueia as hélices transmembranares TM3, TM5 e TM7, o CPA move as hélices TM1e TM2
na dire¢ao das hélices TM3 e TM4. Contudo, ambas as interagdes induzem o encerramento do
canal de calcio (Moncoq et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Yatime et al., 2009). Embora a
maioria dos inibidores da Ca’’-ATPase, apresentados na Tabela 7.1, parecam interagir

favoravelmente com a conformacdao E2, algumas interagdes de compostos, tais como a
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curcumina, parece ser favorecida pela conformagdo EI1P da Ca*’-ATPase (Yatime et al.,
2009).

De entre as espécies de vanadio, o decavanadato, inibe a atividade hidrolitica da Ca®'-
ATPase de reticulo sarcoplasmatico (RS) com elevada poténcia (ICsp = 15 pM). Um
polioxometalato semelhante, o decaniobato, apresenta uma inibi¢do ligeiramente menor mas
superior a outros oxometalatos (Fraqueza et al., 2012a). A atividade Ca*"-ATPase também é
inibida por complexos de vanadio tais como complexos de vanadio-citrato e bis(maltolato)
oxovanadio(IV) (BMOYV) (Tabela 7.1) (Aureliano et al., 2005; Aureliano ef al., 2008). Este
e outros compostos de vanadio foram descritos para o tratamento da diabetes mellitus
(Thompson e Orvig, 2004). O decavanadato (Pereira ef al., 2009) e compostos (Yraola ef al.,
2007) contendo decavanadato foram descritos como capazes de normalizar os teores de
glucose sanguinea (Yraola et al., 2007; Pereira et al., 2009) e os perfis de lipidicos no plasma
(Pereira et al., 2009).

No entanto, devido a capacidade de inibir fosfatases especificas, o decavanadato foi
recentemente descrito para ser usado como agente terapéutico no tratamento de diversas
doencgas como a leishmaniose (Turner et al., 2012). O Vj, interfere também na homeostasia
do calcio, na contragdo muscular e na funcao mitocondrial (Gandara et al., 2005; Aureliano,
2009). A mitocondria tem sido descrita como um dos alvos subcelulares do decavanadato uma
vez que diversos processos mitocondriais sdo afetados em concentragdes na ordem de nM
(Soares et al., 2007c; Soares et al., 2008b). O estudo sobre a interacdo de decaniobato e
decavanadato com a Ca’"-ATPase (sec¢io 4.2.3) mostrou que ambos inibem de modo nio
competitivo a Ca”"-ATPase, mas apenas o Vo é capaz de induzir a oxidagio de cisteinas.
Neste sentido, ndo podemos deixar de considerar a contribui¢do do vanadilo para os efeitos
observados e induzidos pelo decavanadato (Fraqueza et al., 2012a; Fraqueza et al., 2012b).
Em condi¢des perto das fisioldgicas, com ou sem iondforos de calcio, tem sido referido que
decavanadato inibe a translocacdo de calcio enquanto para o vanadato ndo (Aureliano e
Madeira, 1994a). Tem sido descrito que o sitio de ligacdo de Vo com a conformacdo E2
situa-se na interse¢do dos trés dominios citoplasmaticos proteina que inclui o dominio
nucleotideo, o dominio de fosforilagao e os dominios de “f-strand” (Toyoshima et al., 2000).
Assim, o local de ligagdo de decavanadato com a Ca*"-ATPase ¢ diferente do local descrito
para os outros farmacos.

Além do decavanadato, também os polioxotungstatos foram descritos por inibir ndo s6

as bombas idnicas de como, Na',K'-ATPase, H ,K'-ATPase ¢ Ca’’-ATPase mas também
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ecto-ATPases (Colovi¢ et al., 2011). Na verdade, os polioxotungstatos sdo inibidores mais
potentes (Colovié et al., 2011), do que os complexos de coordenagio de vanadio (Aureliano et
al., 2005; Aureliano et al., 2008) (10 a 100 vezes), enquanto para o decavanadato os valores
ICsp sao mais baixos em uma a duas ordens de magnitude (Fraqueza et al., 2012a; Fraqueza et
al., 2012b). Tendo em conta a especificidade dessas estruturas para as bombas ionicas, ¢
sugerido que estes polioxometalatos possam ser utilizados como firmacos com atividade
anticancerigena, antibiotica, atividade antiprotozodria, atividade antiviral, além de atividade
antidiabética (Thompson e Orvig, 2004; Yraola ef al., 2007; Pereira et al., 2009; Turner et al.,
2012).

7.5 Conclusoes

Entre 18 classes e cerca de quarenta compostos que atuam como inibidores de bombas
16nicas, apenas para algumas classes os mecanismos bioquimicos sao conhecidos. A maioria
dos compostos como ouabaina, omeprazol, tapsigargina, CPA, e BHQ parecem interagir ou
estabilizar as conformagdes E2 ou E2P, sendo que o sitio de ligagdo, encontra-se localizado
na regido transmembranar, na entrada do sitio de ligacdo dos catides ou num local muito
proximo. O processo de interagdo ¢ normalmente reversivel, mas o omeprazol tem modo de
acdo irreversivel que envolve a reagdo com cisteinas que conduz induz a inibicdo da bomba.

A tapsigargina (TG) ¢ o inibidor mais potente Ca*"-ATPase, ¢ o mais potente inibidor de
bombas io6nicas referidos, com ICsy na ordem de concentragio nM. Por outro lado,
oxometalatos e polioxometalatos de vanadio e tungsténio apresentam-se com capacidade
inibitoria (ICso = 2-15 pM), embora com uma ordem de grandeza inferior a TG, tém uma
capacidade inibitoria semelhante a outros inibidores de bombas idnicas com atividades
farmacolodgicas relevantes.

O decavanadato e outros oxometalatos apresentam um modo de agdo que implica a
interagdo com os dominios citoplasmaticos da proteina, nomeadamente o dominio
nucleotideo, o dominio de fosforilagdo ou num lobo esférico que envolve os varios dominios
citoplasmaticos. Contudo o decavanadato, um inibidor bem conhecido da Ca**-ATPase de
reticulo sarcoplasmatico, apresenta uma inibi¢io e interagio com a Ca’-ATPase que sdo
claramente diferentes de outros oxometalatos e polioxometalatos, nomeadamente, oxidagdo de
cisteinas na proteina, a redugdo de vanadato e uma inibi¢do nio competitiva da Ca**-ATPase.
Por outro lado, a inibicdo ndo ¢é revertida por agentes antioxidantes, mas é prevenida a

oxidagdo das cisteinas. Além disso, a interacdo de decavanadato com a proteina ndo ¢ afetada
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por qualquer uma das conformagdes que ocorre durante o processo de translocacio de célcio
juntamente com a hidrélise do ATP. A andlise comparativa dos processos inibi¢do de bombas
ionicas por varios tipos de inibidores aponta aparentemente para diferentes mecanismos de
acdo, embora muito existe ainda por esclarecer para as varias classes de inibidores.

Por outro lado, o comportamento de decavanadato face as bombas idnicas podera sera
util para o desenvolvimento de novos compostos com atividade farmacoldgica em tenham
estas bombas idnicas como alvos terapéuticos. Em resumo, as EIE2 ATPases, que
transportam ides contra o gradiente, s3o alvos de farmacos e também de decavanadato (Vy),
em locais de ligagdo que sdo diferentes. A maioria dos farmacos ligam-se proximo da entrada
dos locais de ligagdo dos catides no lado extracelular da regido transmembranar, enquanto o
decavanadato liga-se a um lobo esférico formado pelos dominios da proteina no lado

citoplasmatico (Fig. 7.2).

Farmacos

Extracelular

Figura 7.2 — Eventuais modos de acdo de farmacos e compostos de vanadio (Vjp) com as
bombas idnicas de Ca’", Na”/K" ¢ H/K ATPase. Estas bombas iénicas transportam catides
contra o gradiente e sdo alvos especificos de medicamentos ou farmacos e também de
decavanadato (Vo) em locais especificos de ligacdo. A maioria dos farmacos ligam-se do
lado extracelular perto a entrada dos sitios de ligacdo dos catides, na regido transmembranar
dentro da bicamada, enquanto o decavanadato liga-se a uma regido de formada pelos trés
dominios da proteina no lado citoplasmatico (adaptado de Aureliano e Fraqueza, 2012).
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Tanto os farmacos como o decavanadato ou outros oxometelatos, podem atravessar a
bicamada e interagir com as bombas i6nicas, provavelmente através de sistemas de transporte
através de membranas tais como canais, transportadores especificos e/ou bombas. Uma vez
que a maioria dos farmacos tem caracter lipossoluvel o processo pode ocorrer por difusdo.
Atendendo a que para a maioria dos farmacos descritos, como por exemplo os CTS, a
interagdo com as bombas ¢ referida ocorrer pelo espago extracelular estes ndo necessitam de
atravessar a membrana para atuarem. Contudo, ndo estd completamente esclarecido o modo
como os farmacos inibem as bombas idnicas, deixando em aberto no futuro a novas
experiéncias (Fig. 7.2). A definicao precisa do modo de atuagdo podera ser muito util para o
desenvolvimento de farmacos inibidores muito potentes e especificos para as bombas idnicas
nos diferentes tecidos ou 6rgdos alvo, que possam eventualmente interatuar com a proteina

em varias situacdes fisiologicas e em varios locais da proteina.
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8. Conclusdes finais e perspetivas futuras

Os polioxometalatos de vanddio ou de nidbio, sdo inibidores mais efetivos que os
oxometalatos monoméricos de vanadio, tungsténio e molibdénio, embora este ultimo
apresente uma capacidade muito inferior (3000 vezes inferior a Vo). Dos oxometalatos
estudados, Vo além de ser o inibidor mais potente, ¢ um inibidor que induz a oxidacdo de
cisteinas, sendo reduzido a vanadilo apos interagio com a Ca’"-ATPase. Estudos mais
aprofundados por RPE poderdo esclarecer qual o tipo de 4tomos que coordenam o
vanadio(IV). Dado que Ve Nbjy sdo isoestruturais e isoeletronicos, foi possivel deduzir que

Vo apresenta um tipo de inibi¢ao ndo competitiva.

Os oxometalatos de vanadio, V| e Vo, ao contrario de Nbjy, tungstato e molibdato
monomeérico, oxidam as cisteinas acessiveis da Ca**-ATPase. O efeito de antioxidantes na
reversdo das cisteinas s6 foi possivel ser verificado para V; quando em presenca de
quercetina. Este método revelou algumas limitacdes, pelo que ndo foi possivel estudar o efeito
de outros antioxidantes, especialmente quando se utilizou Vjo. Uma solugcdo para esta
limitacdo podera passar por seguir a oxidagdo de cisteinas e a reversdo por antioxidantes por
espetroscopia de Raman, uma vez que ¢ possivel encontrar no espetro a banda correspondente

ao grupo tiol (S-H) presente nas cisteinas.

A espetroscopia de Raman, como nova abordagem no estudo da interacao de oxometalatos
2+ . . e . ~ . .
com a Ca” -ATPase, revelou-se promissora, podendo-se distinguir alteragdes conformacionais

na proteina induzidas pelos diferentes oxometalatos.

Sendo a Ca’’-ATPase de RS uma enzima transmembranar, nio podemos excluir a
possibilidade de que os efeitos dos oxometalatos e polioxometalatos na atividade da Ca*'-
ATPase possam ser devidos, pelo menos em parte, a interagdo com a estrutura da membrana.
Uma vez que os dados relativos a contribui¢do dessa interagdo sdo escassos ou inexistentes, ¢
de considerar, efetuar estudos sobre o efeito dos oxometalatos na fluidez da membrana e sua

implicagio na atividade da Ca**-ATPase.

Os polioxometalatos de vanadio e nidbio apresentam-se como fortes inibidores da Ca®'-
ATPase, com valores de ICsy de ordem de grandeza semelhante a muitos fArmacos inibidores
de Ca*"-ATPase ¢ de outras bombas idnicas, do tipo P-ATPases. Ndo poderemos excluir a
hipdtese de que a inibicdo deste tipo de enzimas pelas espécies decaméricas de vanadio e

niobio possam explicar a capacidade antitumoral, antiviral e antidiabética, entre outras,
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observada para estes oxometalatos. Os oxometalatos atuam no lado citoplasmatico das
ATPases do tipo P, enquanto a maior parte dos fdrmacos para os quais se conhece o
mecanismo de agdo atuam do lado extracelular. Ainda serdo necessarios muitos estudos sobre
oxometalatos, para utilizacdo farmacéutica destes compostos quando comparados com as
acoes de outros farmacos. Relativamente aos farmacos, dado o carater lipossoluvel da maioria
dos farmacos, eles difundem facilmente pelas membranas e estardo presentes no citoplasma.
Poderdo os farmacos interatuar com ATPases pelo lado citoplasmatico, tal como acontece

com os oxometalatos, uma vez que parecem todos estabilizar a proteina na conformagao E2?
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