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Resumo

Resumo

O ido célcio é um ido fundamental em todos os sistemas bioldgicos. Devido a
sua capacidade para se ligar a diferentes ligandos, este ido tem um papel fundamental
em muitas funcbes bioldgicas, tais como: regulacdo da pressdo sanguinea, actividade
cardiaca, proliferacdo celular, adeséo celular, expressdo génica, libertagdo de hormonas
e de neurotransmissores. Os canais de calcio dependentes de voltagem envolvidos no
transporte deste ido para o interior da célula tornaram-se alvo de fa&rmacos para a terapia
de varias doencas, entre elas, cardiovasculares e gastrointestinais. Os canais de célcio
dependentes de voltagem tipo L sdo complexos polipeptidicos oligoméricos (~ 430
kDa), compostos por 4 ou 5 subunidades polipeptidicas com diferentes pesos
moleculares: a subunidade a; (190 — 250 kDa) € responsavel pela formacdo do poro e
confere as propriedades funcionais aos canais de calcio tipo L; as subunidades auxiliares
ay (143 kDa), B (54 kDa), vy (30 kDa), 6 (25 kDa), que modulam propriedades dos
complexos do canal.

O objectivo do presente estudo foi purificar os canais de célcio tipo L existentes
nas membranas das células do musculo liso isoladas de artérias umbilicais humanas.
Para isso, foram removidos a geleia de Wharton e o sangue que rodeava as artérias.
Posteriormente, isolaram-se as camadas de musculo liso a partir das artérias umbilicais.
O passo seguinte constitui numa lise celular por métodos mecanicos/térmicos e em
algumas centrifugacdes para obter as membranas celulares. Os canais de célcio foram
solubilizadas com N-Dodecil p-D-maltoside e posteriormente realizou-se uma
ultracentrifugacéo a 210000g durante 2h00 para obter as proteinas membranares.

A purificacdo dos canais de célcio tipo L foi efectuada por cromatografia de
interaccdo hidrofobica usando a matriz epoxy sepharose. Inicialmente realizaram-se
estudos em mini colunas com misturas de sais de diferentes concentragbes. As
diferentes fraccOes obtidas pela cromatografia de interaccdo hidrofébica foram
analisadas por electroforese SDS-PAGE e Western-Blot.

Palavras-chave:
Canal de célcio dependente da voltagem, artéria umbilical, musculo vascular

liso, cromatografia de interaccdo hidrofobica.
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Abstract

Abstract

Calcium is a fundamental ion in all biological systems. Due to its capacity to
bind different ligands it plays a fundamental role in many cellular functions, such as:
blood clotting, cardiac activity, cell death, cell membrane maintenance, cell
proliferation, cellular adhesion, gene expression, hormone release, neurotransmitters
release. Voltage-dependent calcium channels involved in calcium transport across
membrane became targets of drugs for therapy of several illnesses, among them
cardiovascular and gastrointestinal disease. The L-Type calcium channel voltage gated
are polypeptide complexes (~ 430 kDa), composed by four or five subunits with
differents molecular weight: the subunit a5 (190-250 kDa) which forms the channel
pore, confers most functional properties to the L-type calcium channel; and auxiliary
subunits o, (143 kDa), B (54 kDa), 6 (25 kDa) and y subunit (30 kDa), that are involved
in the modulation of the properties of the channel complex.

The aim of the present study was to purify the L-type calcium channels from
smooth muscle cells membrane isolated from human umbilical cord arteries. To isolate
this type calcium channels the Wharton’s jelly and the blood the surrounded the arteries
of the umbilical cord was removed. Then, layers of smooth muscle cells were isolated
from the arteries, Lise was done by mechanical and osmotic shock. After several
centrifugations steps were done to obtain the cellular membranes. The solubilization of
the membranes proteins was accomplished with N-dodecyl p-D-maltoside.
Subsequently an ultracentrifugation at 210000 g during 2 hours was performed.

The following step for the purification of the L-type calcium channels was
hydrophobic interaction chromatography using the adsorvent, Epoxy-Sepharose.
Initially, studies in mini columns were done with differents mixtures of salt with
differents concentrations. The purity of the fractions obtained was determined by SDS-
PAGE and Western Blot.

Keywords:
Voltage dependent calcium channels, umbilical artery, smooth muscle,

hydrophobic interaction chromatography.
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Abreviaturas

Abreviaturas

3D — nivel tridimensional;

E; — rabbit anti-human von Willibrand factor polyclonal;
E, - anti-VE-Cadherin;

F - monoclonal anti-human fibroblast;

S - monoclonal anti-actin, a smooth muscle;

AMPCc — adenosina monofosfato;

BTZ — Benzotiazepinas;

BSA — Albumina Sérica Bovina;

CCAV - Canais de célcio activados por alta voltagem;
CCBV - Canais de célcio activados por baixa voltagem;
CCDV - Canais de célcio dependentes de voltagem;
CCOR - canais de célcio operados por receptor;
CCVI - canais activados por voltagem intermédia;
[Ca?*] i — Célcio livre intracelular;

CMVL — células do musculo vascular liso;

C.S. — Citrato de sodio;

DIA — Dominio de Interac¢do de Alfa;

DIB — Dominio de Interaccdo de Beta;

DHP — dihidropiridinas;

DHPR — receptores de dihidropiridina;
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I. Objectivos

O presente trabalho de investigagcdo tem como principal objectivo, o isolamento
e purificacdo dos canais de célcio dependentes de voltagem tipo L da membrana
citoplasmatica das células de musculo liso, obtidos a partir de artérias do corddo
umbilical.

Para efectuar a purificacdo dos canais de célcio tipo L tiveram que se realizar
estudos de precipitacdo dos canais de célcio com sulfato de amdnio seguidos de estudos

cromatograficos de interac¢édo hidrofdbica.
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Il. Introducao

1. Morfologia e Fisiologia do Cordéao Umbilical

O corddo umbilical é um orgdo exclusivo dos mamiferos que permite a
comunicagdo entre o embrifo e a placenta. E um longo corddo branco, que pode
apresentar entre 50-60 cm de comprimento e 1,5-2 cm de didmetro, contem 3 vasos
sanguineos, dispostos de forma helicoidal num tecido conjuntivo mucoide, designado
por geleia de Wharton (ver figura 1) (Di Naro et al., 2001).

Habitualmente o corddo umbilical apresenta duas artérias, que transportam o
sangue venoso, com dioxido de carbono e uma Unica veia que transporta 0 sangue com
oxigénio, estas estruturas garantem a nutricdo e a respiracdo do embrido. O corddo
umbilical tem origem a partir do saco amniédtico (forma o epitélio do cordao), do
alantoide (forma a veia e as artérias umbilicais) e da vesicula vitelinica (Moore et al.,
2000).

A geleia de Wharton (tecido mucoide) é um tecido rico em proteoglicanos, e tem
a funcdo de protecgdo dos vasos sanguineos (Sadler, 2000). Contém um baixo nimero
de células e grandes quantidades de colagénio, acido hialurénico e glicosaminoglicanos
sulfatados. As células da geleia de Wharton devem ser fortemente estimuladas para
produzir uma grande quantidade de componentes da matriz extracelular.

A matriz extracelular é a massa que une as células dos animais e que é composta
de colageno, proteoglicanos, glicoproteinas e integrinas, segregadas pelas proprias
células. Para além de permitir a migracdo das células durante o desenvolvimento
embrionario, esta matriz é também um factor de coeséo e de flexibilidade do corpo dos
animais. A matriz extracelular € uma caracteristica Unica dos animais — as plantas e
outros organismos multicelulares ndo possuem este elemento estrutural.

Os coléagenos sdo proteinas que formam longas cadeias e se enrolam numa tripla
hélice, resultando em fibras com uma grande forca de tensdo; Os proteoglicanos sdo
longas cadeias de polissacarideos ligados a proteinas, que formam igualmente uma
massa de grande resisténcia (a cartilagem é um tecido formado essencialmente por
proteoglicanos e colagenos); As glicoproteinas desenvolvem moléculas ramificadas com
uma grande viscosidade, protegendo assim as células, como acontece com a clara do
ovo; As integrinas sdo as moléculas que asseguram a “comunicac¢do” entre as células e

entre estas e a matriz extracelular (sdo glicoproteinas especiais).
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A geleia é envolvida por uma fina camada de epitélio cubico simples ou
escamoso estratificado, servindo como local de armazenamento para concentrar e
estabilizar factores de crescimento (Di Naro et al., 2001; Todros et al., 2002). A geleia
de Wharton acumula quantidades significativas de factor de crescimento do tipo
insulina (IGF-1), factor de crescimento dos fibroblastos (FGFs) e de factor de
transformacéo do crescimento beta (TGF-B) que sdo responsaveis por estimularem as
células da geleia (Zang, 1999). Estudos recentes demonstram, que a geleia de Wharton
tem um papel protector nos vasos do corddo umbilical (Zang, 1999; Todros et al.,
2002).

Artéria umbilical “(/ —— Artéria umbilical
! I
Ducto alantdico =~ — g @ . -
| = Veia umbilical
Epitélio amniético '——— ——  — Geleia de Wharton

Figura 1 — Plano transversal de um corddo umbilical, onde se observam as duas artérias

a veia umbilical (Adaptado de Bergman et al., 1999).

1.1 Morfologia dos vasos sanguineos

As artérias existentes no corpo humano sdao compostas por varias zonas: Tunica
intima; Tdnica média; Tunica externa (Zang, 1999), ver figura 2. A tlnica interna é
constituida por trés camadas: camada endotelial, camada subendotelial e uma lamina
elastica interna (Pugsley e Tabrizchi, 2000); a tdnica média constituida por uma zona
muscular espessa, com 20-40 camadas de fibras musculares lisas; a tlnica externa
contém um tecido conjuntivo frouxo composto por “vasa vasorum”, fibras nervosas,
celulas adiposas, fibroblastos e fibras elasticas (Zang, 1999).

As células endoteliais formam a tanica interna, que é um epitélio simples e plano
(de uma s6 camada de células) que recobre a face interna dos vasos sanguineos e o
coracdo. As celulas endoteliais possuem vérias fungdes na homeostase, entre as quais: a
formacgdo de uma superficie lisa que facilita o fluxo laminar do sangue e previne a

aderéncia das células sanguineas; a formacdo de uma barreira de permeabilidade para
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facilitar o intercdmbio de nutrientes entre o plasma e o intersticio celular, regulando ao
mesmo tempo o transporte de substancias entre ambos; regulacdo da angidgenese;
contribuem para a formagédo e manutengdo da matriz extracelular; producdo de factores
de crescimento em resposta ao dano vascular, influenciando especialmente na
proliferacdo do musculo vascular liso; producdo de substancias que regulam a
agregacdo das plaquetas, coagulacdo e fibrindlise; sintetizam e degradam diversas
hormonas; participam na resposta imune, gerando citoquinas que modulam a actividade
dos linfocitos e libertam agentes que actuam de forma paracrina sobre as células
musculares lisas adjacentes, regulando a sua contraccao (Seeley et al., 2006).

O mdsculo liso, constituinte da tanica média, encontra-se nas paredes dos 6rgaos
0cos, tais como 0s vasos sanguineos, bexiga, Utero e tracto gastrointestinal. O musculo
liso estd presente nestes Orgdos pois, por contraccdes peristalticas controladas
automaticamente pelo Sistema Nervoso Autonomo, tem o papel preponderante de
impulsionar sangue, urina, esperma, bile, etc. (Seeley et al., 2006).

Os tecidos conjuntivos, constituintes da tunica externa, sdo responsaveis pela
manutencdo da forma do corpo. Este papel mecanico é dado por um conjunto de
moléculas (matriz) que liga as células e érgdos, desta maneira, suporte do corpo. Do
ponto de vista estrutural, os componentes do tecido conjuntivo podem ser divididos em
trés classes: células, fibras e substancia fundamental. Diferente de outros tecidos que
sdo formados apenas por células (epitelial, muscular e nervoso), o principal constituinte
do conjuntivo é matriz extracelular (Seeley et al., 2006).

Alem de desempenhar uma evidente funcéo estrutural, a grande variedade de
tecidos conjuntivos reflecte a variacdo de composicdo e quantidade dos seus trés
componentes, 0s quais sdo responsaveis pela notavel diversidade estrutural, funcional e
patoldgica do tecido conjuntivo. Fibras predominantemente colageno, constituem o0s
tendBes, aponeuroses, capsulas de Orgdos, e membranas que envolvem o sistema
nervoso central (meninge). As fibras também constituem as trabéculas e paredes que
existem dentro de varios 6rgdos, formando o componente mais resistente do estroma

(tecido de sustentagdo) dos orgéos (Seeley et al., 2006).
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Artéria

TUnica interna
(células endoteliais)

Elastina

Tlnica média
(musculo liso)

Tunica externa

Células
Epiteliais

(fibras elasticas;
tecido conjuntivo)

Figura 2 — Comparacdo estrutural das artérias e veias do organismo humano (adaptado

de Fox, 2004).

A parede das veias, tal como a das artérias, também é constituida por 3 camadas.

A diferenca, porém, é que a camada muscular e a conjuntiva S&o menos espessas nas

veias do que nas artérias (ver figura 3). Além disso, as veias apresentam valvulas no seu

interior, que impedem o refluxo de sangue e garantem a circulacdo do sangue num

Unico sentido (Zang, 1999; Moore et al., 2002).

Tecido

Tecido muscular iso

VEIA

Endotelio
Misculo liso

Tecido conpuntivo

Figura 3 — Morfologia das artérias e
http://www.afh.bio.br/cardio/Cardio3.asp).

veias do organismo (adaptado de
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1.2 Artérias e veias umbilicais

As artérias umbilicais ndo tém nenhuma camada subendotelial adjacente, apenas
sdo rodeadas por endotélio, sendo este, uma fina camada de células epiteliais achatadas
ou cubicas, que se encontra adjacente as camadas musculares (Zang, 1999).

As paredes das artérias sdo constituidos por tecido muscular liso e contém
imensas fibras de colagénio, as quais contribuem para uma rapida constricdo e
contrac¢do dos vasos umbilicais mesmo apds o fim da ligagdo feto-placenta (Sadler,
2000).

Contudo, as artérias umbilicais sdo mais simples do que as restantes artérias do
organismo. As camadas sdo compostas por apenas uma camada longitudinal interna de
limen irregular, sem nervos nem ‘“vasa vasorum” e tem uma camada circular externa
continua com a geleia de Wharton (Di Naro et al., 2001).

A veia umbilical apresenta uma estrutura similar as artérias umbilicais, no
entanto, existem algumas diferencas entre estes dois tipos de vasos sanguineos (Zang,
1999). A veia umbilical é mais larga e tem paredes mais delgadas (menos camadas

musculares) do que as artérias umbilicais e, por isso, € mais fragil.

1.3 Circulacgéo placentéria fetal

A avaliacdo do corddo umbilical pode ser acompanhada tanto por uma visdo ao
longo do eixo, figura 4-A, ou por uma visdo de seccdo transversal, figura 4-B. No
entanto, este Gltimo método parece mais apropriado, uma vez que ndo s permite a
quantificacdo dos vasos umbilicais mas também da quantidade de geleia de Wharton
(Di Naro et al., 2001).

Figura 4 — A — Ultrasonografia com visdo longitudinal do corddo umbilical; B —
Ultrasonografia com visdo da seccédo transversal do corddao umbilical (Di Naro et al.,
2001).
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A ultrasonografia Doppler de fluxo colorido pode ser usada para a descoberta
pré-natal da posicdo e de anormalidades estruturais do corddo umbilical e dos seus
vasos (Moore et al., 2002).

A troca de produtos gasosos e metabolicos entre a mée e o feto ocorre através da
placenta, como se pode ver na figura 5. O sangue pobre em oxigénio abandona o feto
através de artérias umbilicais que o transportam para a placenta. No local onde o cordédo
se une a placenta, estas artérias dividem-se em varias artérias corionicas, dispostas
radialmente e ramificadas livremente na placa corionica, antes de penetrarem nas
vilosidades corionicas. Os vasos sanguineos formam um extenso sistema artério-capilar-
venoso nas vilosidades coridnicas, que leva o sangue fetal muito préximo do sangue

materno (Moore et al., 2000).

Placenta ————___

Vilos

Membrana
placentaria

Cordéo umbilical

Espago
intarviloso

Vasos

Cordao umbilical sanglineos™
da mae

Figura 5 — A troca de produtos gasosos e metabdlicos entre o feto e a mée
através da placenta (adaptado de http://www.med-
brazil.com/med43/m_manual/mm_sec22_247.htm).

Este sistema artério-capilar-venoso proporciona uma area muito grande para as
trocas de produtos gasosos e metabolicos, entre as correntes sanguineas maternas e
fetais. O sangue fetal, bem oxigenado nos capilares fetais, passa para as veias de
paredes delgadas, que acompanham as artérias corionicas até ao local de unido do
cordao umbilical, onde elas convergem, formando a veia umbilical (Moore et al., 2000).

Trabalhos de investigacdo recentes demonstraram que, as alteragdes na
composigdo e no metabolismo do corddo umbilical estdo, frequentemente associadas
com certas doencas que ocorrem durante a gravidez (como por exemplo, restrigdo do
crescimento fetal, diabetes ou dano fetal) ou durante o parto podendo haver perigo fetal,

disturbios no coracdo do feto, entre outros (Di Naro et al., 2001).
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Tabela 1 — Alteracbes na composicao e metabolismo do corddo umbilical associadas a
patologias/doencas no feto (adaptado de Di Naro et al., 2001).

Alteracoes no
corddo umbilical

Cordao umbilical

com diametro

menor

Cordao umbilical

largo

Presenca de uma
Unica artéria

umbilical

Caracteristicas

Diminuicdo da quantidade da geleia de
Wharton

Corddo umbilical com didmetro
superior ao normal. Serve como
parametro adicional que ajuda a

identificar desordens na mae (p. ex.

intolerancia a glucose).

Mais larga do que o normal e pode ter
aproximadamente o diametro da veia.
Ocorre em 0,5-2,5% dos casos de
neonatos sem complicaces, de 1,5-7%
dos casos de aborto e em 9-11% em

aneuploides.

Patologias/Doencas

Reducdo do  crescimento  fetal,
diminuicdo da proteccdo dos vasos
sanguineos, diminuicdo do liquido

amniotico e stress fetal;

Anomalias da estrutura fetal, tais como:
- Tumor no cordao umbilical e quistos;
corddo

-Degeneracdo mucdide do

umbilical.

Aumento do risco de doenga intra-

uterina e  intra-parto;  Possiveis
complicacBes pré-natais, tais como:

- Anomalias no feto e na placenta;

- Aneuploidia; restricdo ao crescimento
e morte fetal (estd associada a
diminuicdo da proteccdo dos vasos

sanguineos).

10
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1.4 - MUsculo Liso

1.4.1 — Estrutura e caracterizacdo do musculo liso

O tecido muscular altamente especializado, tem quatro caracteristicas funcionais
fundamentais: contractilidade, excitabilidade, extensibilidade e elasticidade. Ha trés
tipos de tecido muscular, 0 muasculo-esquelético que move o tronco e 0s membros, o
masculo liso que desloca os alimentos ao longo do tubo digestivo e as secre¢des
glandulares através dos canais e 0 musculo cardiaco que bombeia o sangue para 0s
vasos sanguineos (Seeley et al., 2006).

O musculo liso € o tipo de muasculo mais variavel do corpo no que diz respeito a
distribuicdo e funcionamento. Constituido por células alongadas fusiformes com a
extremidade afunilada, envolvidas por tecido fibroelastico que forma uma porcéo
contractil em alguns érgdos, existe nas paredes dos érgdos ocos, musculos intrinsecos
do olho, paredes dos vasos sanguineos. O musculo liso desempenha as mais variadas
funcdes, tais como, impelir a urina através das vias urinarias, misturar os alimentos no
estdbmago e intestino, dilatar e contrair a pupila e regular o fluxo sanguineo nos vasos

sanguineos (Seeley et al., 2006).

Figura 6 — Histologia do Musculo Liso (Adaptado de Seeley et al., 2006).

As células musculares lisas, também chamadas de fibras, figura 6, tém um
comprimento de 15 a 500 um e um didmetro de 5 a 10 um. Na zona central da célula
(mais larga) encontra-se apenas um nucleo ovoéide que apresenta um forma em espiral
na seccdo longitudinal (Ross, 2002; Burkitt et al., 2000). Em comparagdo com o
masculo esquelético, apresenta um menor numero de miofilamentos de actina e
miosina. Embora os miofilamentos na célula muscular lisa se aproximem de uma

orientacdo longitudinal ou espiral, eles ndo se organizam em sarcOmeros, por isso 0

11
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musculo liso ndo apresenta um aspecto estriado. Sdo conhecidos dois tipos de musculo

liso, descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Quadro comparativo dos diferentes tipos de musculo Liso (Seeley et
al., 2006).

Musculo liso Localizacéo Composicéo Caracteristicas

Possui  numerosas
fendas sinapticas,
permitindo a
passagem directa
dos potenciais de
accdo de uma
célula para outra.

Tuanicas envolventes
Visceral de  orgdos  ocos,
(unitario) constituindo 0
musculo  liso  dos
sistemas  digestivo,
reprodutor e urinario

ritmico, mas

quando estimulado.

Tanicas ou camadas
nas paredes dos vasos

sanguineos, ou em | Possui poucas | Contrai-se
o pequenos feixes | fendas sinapticas e | habitualmente apenas
Multiunitario como nos musculos | cada célula actua | quando  estimulado

erectores do pélo e da | como uma unidade | por nervos
iris, ou ainda em | independente. hormonas.
celulas isoladas como

na capsula do baco.

As células musculares lisas contém filamentos intermédios ndo contracteis.
Ligam-se aos corpos densos dispersos na célula e, ocasionalmente, ligam-se a
membrana plasmatica. Os miofilamentos de actina unem-se aos filamentos intermédios,
estes em conjunto com os corpos densos formam um citoesqueleto intracelular, que leva
ao encurtamento da célula quando os miofilamentos de actina e miosina deslizam uns
sobre os outros durante o processo de contrac¢do (Seeley et al., 2006).

As células do musculo vascular liso (CMVL) presentes na camada média das
artérias e veias sdo mecano-sensores do sistema cardiovascular. Através da modulacao
do didmetro e tono dos vasos sanguineos, as CMVL influenciam a pressao sanguinea e a
regulacao da perfusdo tecidular (Anastassi, et al., 2007).

As células do musculo liso dos vasos sanguineos dividem-se regularmente no
adulto, presumivelmente para substituir células danificadas ou senis (Ross, 2002). As
CMVL, possuem um aparato contractil de filamentos finos e espessos, um citoesqueleto
de actina e filamentos intermédios de desmina. Os filamentos finos contém actina,

tropomiosina e proteinas de ligacdo a calmodulina “caldesmon”, enquanto que 0S

12
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filamentos espessos contém miosina Il que € similar a miosina 1l do mausculo

esquelético (Ross, 2002).
1.4.2 — Mecanismos de contracgao e aspectos fundamentais

O mecanismo de contraccdo do mdusculo liso é diferente do mecanismo do
musculo estriado, uma vez que as proteinas tém uma disposicdo diferente em redor da
membrana celular. As células do musculo liso mediante pequenas contracgdes sofrem
alteragOes na sua estrutura. No estado de repouso tem uma forma alongada enquanto

que na forma contraida tem uma forma globular (ver figura 7) (Burkitt et al., 2000;

Ross, 2002).

Célula relaxada do musculo liso

B

Célula contraida do muasculo liso

Figura 7: Contraccdo das células do musculo liso (adaptado de Craig C.
Freudenrich, 2001).

O mecanismo de contraccdo (figura 8) € iniciado pelo aumento da concentracao
de Ca®* no citoplasma da célula proveniente do meio extracelular ou por libertacdo de
reservas intracelulares. O aumento de concentracdo de calcio no citoplasma das células
de musculo liso faz com que este se ligue a uma proteina designada de calmodulina e €
este complexo que estimula a enzima miosina cinase, fosforilando duas cadeias da
miosina (Seeley et al., 2006).

A reaccdo de fosforilacéo é regulada pelo complexo Ca?* — calmodulina. Quando
a miosina é fosforilada, a cabeca da miosina liga-se a actina produzindo contraccéo
(figura 7). A actina e a miosina interagem por deslizamento dos filamentos produzindo
contracgdes de forma similar as do musculo esquelético. Quando a cabeca da miosina é
desfosforilada esta dissocia-se da actina, ocorrendo relaxagdo muscular (Seeley et al.,
2006; Ross, 2002).
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1.4.3 — Regulacgdo da contraccéo muscular

A regulacgdo da contracgcdo muscular envolve a manutencdo da concentracdo de
calcio intracelular através de dois sistemas de membranas: a membrana da fibra
muscular e a membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS). As células do mdsculo liso
contém numerosos dominios de libertacdo de calcio que, dependendo das suas
concentracOes intracelulares, determinam o estado contréctil do vaso (Catterall et al.,
2005; Yu et al., 2005).

O mecanismo de excitacdo/contrac¢do € um processo que ocorre no muasculo e
que liga a despolarizacdo da membrana plasmatica a libertacdo de calcio do RS, fonte
principal de calcio no musculo (Burkitt et al., 2000). A libertacdo de calcio ocorre por
uma via de selectividade ao catido e por ligandos que regulam a libertagdo de célcio do
canal localizado na membrana do RS (Serysheva et al., 1999).

Embora a maioria do célcio entre no citoplasma durante a despolarizacdo pelos
canais de célcio dependentes de voltagem, existe também a entrada de célcio na célula
através de canais de calcio dependentes de ligandos que sdo activados por hormonas.
Posto isto, a contraccdo do mdsculo liso pode ser iniciada por certas hormonas
secretadas da glandula pituitaria posterior, como por exemplo, a prolactina, a hormona

do crescimento e a hormona estimulante da tirdide (Ross, 2002).

14



Capitulo 11 Introducédo

2 — Canais ionicos

Os canais ionicos sdo proteinas transmembranares de grandes dimensdes,
essenciais para um correcto funcionamento de todas as células eucariéticas. Estes canais
tém um papel fundamental nas células excitaveis porque determinam o potencial de
membrana (Hanna et al., 1998).

Os canais i6nicos consistem em vias para 0 movimento de particulas com carga
através das membranas celulares e promovem a interacgdo entre a célula e o seu
ambiente. A propriedade de transporte dos canais ionicos é central para a fisiologia dos
organismos Vvivos, subjacente a diversos fendmenos (por exemplo, conducdo e
conversao de sinais eléctricos) (Hanna et al., 1998).

Ha& diferentes tipos de canais idnicos para realizar uma grande variedade de
fungdes requeridas pelos organismos. Estes canais diferem na sua localiza¢do dentro do
organismo, pois quando abrem/fecham, permitem ou impedem o fluxo de ifes, assim
como, controlam o tipo de ides que podem passar e a velocidade a que passam no seu
interior. Alguns canais sdo muito selectivos, permitindo, apenas a passagem de uma
espécie iénica que predomina fisiologicamente (Na*, K*, Ca?* e CI') (Corry et al., 2008).

A abertura dos canais pode ser iniciada de muitas maneiras diferentes, existem
canais dependentes de ligando, canais mecanosensiveis (respondem a pressdo da
membrana), canais dependentes de voltagem (abrem em resposta a alteracbes do
potencial da membrana celular), e os canais mediadores de segundo mensageiro (a
activacdo de um canal provoca uma cascata de eventos bioquimicos dentro da célula
que activa um conjunto de canais i6nicos que medeiam a producdo de um segundo
mensageiro) (Corry B. et al., 2006).

Organismos multicelulares complexos requerem uma transmissdo rapida e
exacta da informacdo entre as células, tecidos e coordenacdo de fungdes distantes. Nos
vertebrados, os sinais eléctricos e o calcio intracelular controlam a contrac¢cdo muscular,
secrecdo de hormonas, processamento da informagéo no cérebro e a saida de Ca®* do
cérebro para os tecidos periféricos. Em células ndo excitaveis, o sinal de curta duragéo
do célcio manipula eventos celulares, incluindo secrecéo, expressdo génica e divisdo
celular (Yu et al., 2005).

Todos estes processos fisioldgicos sao mediados em parte por membros da super

familia (140 membros) dos canais ionicos dependentes de voltagem (Yu et al., 2005).
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A arquitectura das familias de canais ionicos consiste em 4 dominios que déo a
forma estrutural ao poro. Os primeiros canais ionicos a serem isolados foram os canais
de sddio dependentes de voltagem (figura 9). A subunidade principal, a subunidade a ¢
composta por 4 dominios homélogos (I-1V) que forma a estrutura comum desta familia.
Cada dominio contem seis hélices o transmembranares (Segmentos denominados S1 —
S6) com uma reentrancia na membrana entre 0s segmentos S5 e S6. Os canais de calcio

dependentes de voltagem (Ca,) tém uma estrutura similar (Yu et al., 2005).

..........

Amino Inactivation

terminus

Carboxy
terminus

Figura 9 — Estrutura dos canais de sddio dependentes de voltagem (Yu et al.,
2005).
O poro formado pelas subunidades dos canais idnicos dependentes de voltagem

e as suas relagOes estruturais sdo primariamente responsaveis pelas suas caracteristicas
de blogueio, condutancia idnica selectiva, e regulacdo pelo sinal de segundo mensageiro
assim como agentes farmacologicos. Contudo, muitas destas subunidades principais
estdo associadas com subunidades auxiliares que modificam esta expressdo, as suas

propriedades funcionais e a sua localizagéo subcelular (Yu et al., 2005).

3 — Canais calcio

3.1 -0 iao calcio no organismo

Existem cerca de 1400g de célcio em todo o organismo, que se encontra
principalmente distribuido pelo esqueleto e pelos dentes, embora apenas
aproximadamente 10g circule entre 0 sangue e os espacgos celulares. Apesar desta
quantidade ndo ter significado quantitativo é qualitativamente muito importante, pois, 0
Ca®" livre 6 um importante mensageiro intracelular presente em todas as células, onde

actua como componente chave numa grande variedade de processos bioquimicos
(Gribkoff, 2006).

16



Capitulo 11 Introducédo

O papel fundamental do calcio foi pela primeira vez proposto pelo
fisiopatologista Sidney Ringer (1835-1910) que revelou a sua importancia biologica na
manutencdo da integridade da célula (citado em Carafoli, 2003).

O Ca** é particularmente importante nas células excitaveis como por exemplo
nos neurdnios, células endocrinas e miocitos, onde para além das fungbes comuns a
nivel celular regula também a excitabilidade da célula, a libertagdo tanto de
transmissores, como de hormonas que também medeiam a regulagdo da contraccao
muscular do batimento cardiaco, excitacdo/contrac¢do, para a fertilizacdo e para a
adesdo célula a célula. Este ido é também da mesma forma fundamental na
neurotransmissdo, na secrecdo de hormonas, no processamento de informacdo no
cérebro e na subsequente transmissdo da resposta para os tecidos periféricos (Carafoli,
2003; Triggle, 2006). Os componentes celulares envolvidos na regulacdo da
concentracdo intracelular de calcio sdo potenciais locais para accdo de drogas, que
possibilitam por exemplo, a terapia de doencas cardiovasculares e gastrointestinais.
(Yamakage e Namiki, 2002; Triggle, 2006).

O Ca*" livre é sequestrado intracelularmente por proteinas que se ligam a este
especificamente, estas proteinas sdo libertadas intracelularmente ap6s um estimulo
especifico, este é o ponto de regulacio que é mediado pelos canais de Ca®* dependentes
de voltagem (CCDV; Ca,s), uma familia de 10 membros de canais i6nicos dependentes
de voltagem que estdo envolvidos no acoplamento fisiolégico de mudancas relevantes
no potencial de membrana com a entrada de Ca®* (Gribkoff, 2006).

A concentraco intracelular de Ca** livre ([Ca®*]i) é mantido a niveis baixos, e
expressa a sua funcdo em cada célula/tecido/6rgdo como secrecdo e contraccao,
originando processos de memoria, movimento, dor, entre outros. Em condigdes de
descanso, a [Ca*"]i é mantida aproximadamente a 100 nM, que corresponde a 1/10000

da concentraco extracelular de Ca®* livre (aproximadamente 1 mM) (Yamakage, 2002).

3.2 — Regulacdo da concentracao de calcio no organismo

As oscilagdes na concentragdo intracelular de calcio devem-se ndo sé a sua
entrada ou saida da celula através da membrana celular, mas também a sua mobilizagéo
de reservas intracelulares (mitocéncria e RS) (Triggle, 2006).

Podem estar envolvidos diferentes tipos de canais que medeiam a entrada,

mobilizagcdo e armazenamento de calcio intracelular: canais de calcio dependentes de
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voltagem (CCDV), canais de calcio operados por receptor (CCOR), bombas de sodio e
calcio, canais de célcio existentes na mitocondria e RS (Carafoli, 2003; Triggle, 2006).
Alguns dos canais que estdo envolvidos no transporte de calcio estdo representados na

figura 10.
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Figura 10: Representacdo dos diferentes tipos de canais que promovem a
regulacdo da concentracdo intracelular de calcio (Adaptado de Carafoli, 2003).

A entrada de calcio para o RS é feita através da Ca®* ATPase existente nessa
membrana sendo conhecida por bomba SERCA. O calcio ¢ libertado do RS através de
canais que sao regulados pelo proprio célcio e também requerem um efector inositol
1,4,5 — trifosfato (IP3) (Carafoli, 2002).

O célcio pode sair da mitocondria através de uma bomba Na/Ca®* ou de H*/Ca?".
O transporte de célcio para a mitocondria (uniporte) é dirigido pelo potencial negativo
interno (-180 mV) que transporta Ca®* para o seu interior. O célcio pode ser
transportado entre o nucleo e o citoplasma. O ndcleo é envolvido por uma membrana
nuclear (extensdo do RS) e este funciona como reservatorio de célcio, que partilha
transportadores e canais com o RS. O calcio pode sair da célula por uma bomba
membranar Ca®* ATPase de alta afinidade/alta capacidade (NCX) (Carafoli, 2003).

A existéncia de diversos tipos de transportadores de célcio é justificada pelas
suas diferentes propriedades, que satisfazem todas as necessidades das células em

termos de homeostase do calcio (Carafoli, 2002).
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3.3 — Nomenclatura dos canais de calcio dependentes de voltagem

A nomenclatura dos canais de calcio foi proposta por Ertel e seus colaboradores
e aprovada pelos sub-comités NC — IUPHAR (Caterall et al., 2003) e recentemente
actualizada (Caterall et al., 2005).

Na nomenclatura (ver tabela 3) os canais sdo designados pelo simbolo quimico
do ido (Ca), pelo regulador fisioldgico voltagem (v), pelo nimero que corresponde a
subfamilia do gene da subunidade o (numeracdo 1 a 3) e pela ordem de descoberta da
subunidade na familia (n) (Caterall et al., 2005). De acordo com esta nomenclatura, a
subfamilia da Cav 1 (1.1 — 1,4) inclui canais que contém as subunidades a;S, o;C, oD e
ayF que pertencem aos canais de calcio tipo L. A subfamilia da Cav 2 (2.1 — 2.3)
incluem canais que contém as subunidades a; A, 01B, auE que pertencem aos canais de
calcio tipo P/Q, N e R, respectivamente. A subfamilia da Cav 3 (3.1 — 3.3) inclui canais
que contém as subunidades a1G, o.H, ozl que pertencem aos canais de célcio tipo T
(Catterall et al., 2005; Dolphin, 2006).

Tabela 3 — Nomenclatura para os diferentes canais de célcio dependentes de
voltagem (adaptado de Dolphin et al., 2006).

Familia Nome anterior Nome proposto
S Cavll
Tipo L o, C Cav 1.2
a;D Cav 1.3
azF Cavl4
Tipo N oA Cav 2.1
Tipo P/Q o B Cav 2.2
TipoR wE Cav 2.3
a1 G Cav3.l
Tipo T aaH Cav 3.2
ol Cav 3.3
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3.4 — Classificacdo dos canais de calcio

Baseado nas suas propriedades electrofisioldgicas e farmacolégicas, os CCDV,
foram divididos em dois grandes grupos (Yamakage, 2002):

1. Canais de Ca** activados por alta voltagem (CCAV);

2. Canais de Ca* activados por baixa voltagem (CCBV).

A activacao limite dos CAAV ocorre a -40~-10mV, enquanto a activacdo CCBV
ocorre a baixos potenciais de membrana, -60~-70mV (Yamakage, 2002).

Os CCAV estdo divididos em canais tipo L, tipo N, tipo P/Q e tipo R, enquanto
0s CCBV consistem somente nos canais do tipo T. Os canais tipo R sdo ocasionalmente
classificados como canais activados por voltagem intermédia, CCVI. A selectividade
i6nica e os antagonistas/bloqueadores destes subtipos de canais estdo descritos na tabela
4,

Tabela 4: Classificacdo e caracterizacéo electrofisiolégica dos canais de Ca**
dependentes de voltagem (adaptado de Yamakage, 2002).

Dependéncia de voltagem
Limiar de activagéo (mV)
Intervalo de inactivacio (mV)
Taxa de inactivagdo (mseg)
Condutancia de um canal (pS)
Selectividade i6nica

Isoformas

Antagonistas/Bloqueadores*

Tipo T Tipo N Tipo L Tipo P/IQ
cCBV CCAV CCAV CCAV
-70 -20 -30~-10 -60

-100~-60 -120~-30 -60~-10
20-50 50-80 >500
8 13 25 10-20
Ba**= Ca”™* Ba**> Ca2+ Ba®*> Ca2+ Ba®*> Ca2+
A1G, Oi1H, Q1] a1B d1ic, 01D, Q1S 1A
o-CTX DHP ETX
©-CTX -GVIA PAA ©-CTX-MVIIC
o-Aga IlA BTZ

* @ — CTX — o— conotoxina; ®-Aga Il1lA —toxina; DHP - dihidropiridinas; BTZ —

Benzotiazepinas; PAA — Poliacrilamida; FTX — frac¢éo toxica;
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Enquanto os canais de tipo L e tipo T sdo observados numa vasta gama de
células, os canis de N, P/Q e R estdo predominantemente localizados em neurénios
(terminais pré-sinapticos) (Catterall et al., 2000; Yamakage e Namiki, 2002). Em
muitos tipos de células, os componentes dos canais de célcio P e Q ndo sao
adequadamente separados, estdo associados, dai que em muitas pesquisas tenha sido
adoptado a terminologia de canais tipo P/Q.

Os CCDV tipo N, P/Q e R requerem uma forte despolarizacdo para a sua
activacdo e apresentam geralmente muita actividade e selectividade, localizam-se nos
terminais pré-sinapticos e a sua principal funcdo é permitir a libertacdo de
neurotransmissores (Catterall et al., 2005; Dolphin, 2006). Estes tipos de canais ndo sao
muito afectados por antagonistas dos canais de célcio tipo L, no entanto, podem ser
bloqueados através de toxinas polipéptidicas especificas do caracol e de venenos de
aranha. S8o primariamente expressos n0s neuronios, onde iniciam a neurotransmissao e
num maior numero de sinapses centrais e periféricas, mediando a entrada de calcio nos
corpos celulares e dendrites (Catterall et al., 2005).

Os CCDV tipo T sdo activados por potenciais muito negativos e por uma
pequena despolarizacdo. Sao resistentes a varios tipos de antagonistas organicos, bem
como as toxinas de serpentes e de aranha usadas para bloquear as correntes de calcio
tipo N e P/Q. Séo expressos numa vasta variedade de tipos de células, onde estdo
envolvidos (Catterall et al., 2005).

Os CCDV tipo L séo expressos em neurdnios, células endécrinas, masculo liso,
esquelético, cardiaco, fibroblastos e células renais. (Dolphin, 2006; Triggle, 2006). No
musculo esquelético, liso e cardiaco, os principais fluxos de célcio tipo L sdo
distinguidos pela forte despolarizacdo de longa duracao, permitindo entrada de célcio, o
que induz a vasoconstricdo neste tipo de musculos, activacdo de alta voltagem,
condutancia dos canais, lenta inactivagdo dependente da voltagem, regulacdo por
fosforilacdo de proteinas dependentes de adenosina monofosfato (AMPC) e inibicdo
especifica por drogas antagonistas de calcio, incluindo as dihidropiridinas,
fenilalquilaminas, e benzotiazepinas (Catterall et al., 2005). Devido a sensibilidade
destes canais para estas drogas, podem também ser designados por receptores de
dihidropiridina (DHPR) (Serysheva, 2004). Os canais tipo L sdo particularmente mas
ndo extensivamente, associados ao sistema cardiovascular (Triggle, 2006).

A nomenclatura dos canais de Caz-+ foi recentemente actualizada (Catterall et al.,
2005). Tabela 5.
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Tabela 5: Funcdes fisiologicas e farmacoldgicas dos diferentes tipos de canais de Célcio (Adaptado de Catterall, et al., 2005; Gribkoff,

2006).
Canal Tipo Localizacéo Antagonistas Funcéo celular. Patologias associadas
Dihidropiridinas L ~ ot . N
i » i ) o Processo excitagdo/contraccdo e homeostase do Ca“ no Patologias que dificultam
Ca/l.1 L Musculo Esquelético; tabulos transversos. Fenilalquilaminas . » .
] ) musculo esquelético. 0S movimentos
Benzotiazepinas
S L Miécitos cardiacos; musculo liso; miécitos; células Dihidropiridinas Processo excitagéo/contrac¢do nos musculos cardiaco e
avl.
enddcrinas; neurénios; corpos celulares; dendrites Fenilalquilaminas liso; secrecao de hormonas; regulacéo da transcricao; Cardiovasculares
proximais Benzotiazepinas integracao sinaptica
i o i . . Dihidropiridinas . _ L
Células enddcrinas; células neuronais e dendrites; ] o Secrec¢do de hormonas; regulagéo da transcri¢ao; o .
Ca,1.3 L o i i 3 Fenilalquilaminas o ) i ) . Arritmia, disfungéo na
midcitos cardiacos e células pacemaker; células do ] ) regulacéo sinaptica; controlo do ritmo cardiaco; libertagéo o
Benzotiazepinas _ i o audicao
couro cabeludo. de neurotransmissores para células sensoriais

. , . Dihidropiridinas
Ca,1.4 . Retina e células bipolares; oo Secrecdo de neurotransmissores para fotoreceptores &5t
Glandulas adrenais Fenilalquilaminas Doencas oftalmoldgicas
' Benzotiazepinas

. . . . . ~ . . 2+ .
caz2.1 P/Q Neryos terminais e qlendrltes, w-Agatoxin IVA Libertacéo de neu.rotr.ansmlssgres, passagem de Ca Ataxia e enxaquecas
Células neuroendécrinas. nas dendrites; secrecdo de hormonas. hemiplégicas
Nervos terminais e dendrites; Libertacdo de neurotransmissores; passagem de ca* Dores neuropaticas e
Ca,2.2 N Células neuroenddcrinas; coragdo; pancreas e w-Conotoxin-GVIA nas dendrites; secre¢cdo de hormonas; processo de a ud:s
pituitaria. excitagao/contracgao nas células  pancreaticas. 9
C de célul : Controlo do ritmo cardiaco; passagem de Ca** nas .
Ca2.3 R orpos de células neuronais e SNX-482 _ _ - Doengas neurolégicas
Dendrites. dendrites disparos repetitivos.
T ~ - - . -y =
S ComEs eE el n?nuéggals I?Sggndr|tes, TS 6 - Controlo do ritmo cardiaco; disparos repetitivos. Epilepsia, fibrilagédo atrial
Cav3.2 T Corpos de células neuronais e dendrites; Contraccéo e proliferagdo do musculo liso; secrecéo de Hipertens&o, angina,
midcitos do musculo liso dos rins, figado, cérebro e - . o .. . .
coracao aldosterona e cortisol; Pacemaker; disparos repetitivos. epilepsia, dor
Cav3.3 ) ) o - . .
T Corpos de células neuronais e dendrites - Pacemaker; disparos repetitivos Epilepsia, Sono
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3.5 — Estrutura e fungdo dos CCDV tipo L

Os CCDV de tipo L sdo complexos proteicos membranares oligoméricos, que
tém um peso molecular com cerca de 430 kDa (Serysheva, 2004). Estes canais podem
ser compostos por quatro subunidades, dependendo do tecido onde sdo expressos e
codificados por multiplos genes (figura 11) (Catterall et al., 2005).

Os CCDV tipo L sdo formados por uma grande subunidade a; (190-250 kDa) a
qual forma o poro do canal e que confere propriedades funcionais aos canais de calcio
tipo L, incluindo, abertura dependente de voltagem, permeabilidade ao célcio,
inactivacao dependente do célcio e inibicdo pelos bloqueadores de célcio (Sonkusare et
al., 2006), regulacdo da sinalizacdo através de segundos mensageiros e pode ser alvo de
alguns farmacos selectivos para o canal (Yamakage and Namiki, 2002; Yu et al., 2005).
Esta subunidade contém locais de ligacdo de antagonistas do ido Ca®* e esta associada
com subunidades auxiliares: a subunidade a, (143 kDa) que estd associada com a
subunidade o € ndo contém nenhum local de ligacdo de alta afinidade; e 2 subunidades
de baixo peso molecular,  (54kDa) e 6 (27 kDa), as quais se junta em alguns casos,
como nos midcitos estriados, uma quinta subunidade, a subunidade y (30 kDa). As
subunidades oy e B contém locais de fosforilacdo para uma proteina cinase dependente
de AMPc. As subunidades ay, y e 6 sdo muito glicosiladas. A subunidade B ¢
completamente intracelular, a a é extracelular e encontra-se ligada a & por ligagdes S-S
(Hanna et al., 1998; Body et al., 2005; Catterall et al., 2005).

Figura 11 — Organizacdo estrutural dos CCDV tipo L. (Figura retirada de:
www.sigmaaldrich.com/Area_of _Interest/Life_Science/Cell_Signaling/Scientifi_Resou
rces/Pathway_Slides_Charts/Voltage Gated_Calcium_Channel.html).
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A subunidade a; € uma proteina com cerca de 2000 aminoacidos, organizados
em quatro dominios homologos (I até 1V), sendo cada um composto por 6 hélices a,
transmembranares (S1-S6), e uma ansa associada a membrana entre 0s segmentos
transmembranares S5 e S6, que formam o0 dominio do poro do canal (“P-loop™). O
segmento S4 de cada dominio homologo possui uma organizacdo especial de cargas
positivas que funciona como um sensor de voltagem. A despolarizagdo induz uma
rotacdo para a direita de 180° do segmento S4, o que leva a que ocorram alteracGes
conformacionais, este movimento arrasta consigo o segmento S5. A conformacao do
canal necesséria a sua abertura, envolve além deste arrastamento, a interaccdo entre
regides com cargas eléctricas diferentes, envolvendo por um lado o segmento S4 e por
outro os segmentos S2 e S3. A interaccdo da-se entre 0 segmento S2 e o segmento S3,
que contém regides carregadas negativamente, com o segmento S4 (que contém um
aminoacido com carga positiva (arginina ou lisina) em cada trés ou quatro residuos)
(Body et al., 2005; Frohnwieser et al., 1997).

O lado interno do poro é limitado pelos segmentos S5 e S6, e é aqui, entre estes
dois segmentos que se situam os locais de fixacdo dos antagonistas blogueadores
especificos dos CCDV do tipo L (Hanna et al., 1998).

Além dos antagonistas dos CCDV do tipo L, também existem drogas que
promovem a passagem do ido Ca** através dos CCDV tipo L (activadores dos CCDV-
L). Sdo exemplos deste tipo de drogas a 1,4-dihidropiridina Bay K 8644, o
benzoilpirrole FPL-64176 e a benzodiazocina CGP-48506 (Striessnig et al., 1999).

A modulacdo dos canais por fosforilacdo acontece pela ligagdo dos dominios
intracelulares a moléculas sinalizadoras incluindo a proteina cinase A (PKA) e a
proteina cinase C (PKC). Os grupos amino (N)- e carboxi (C)- terminais tém papeis
especificos na modulacao dos fendtipos e expressdo dos canais (Catterall, 2000).

Nos mamiferos as subunidades a; sdo codificadas, pelo menos, por 10 genes
distintos. A sequéncia completa de aminoacidos das subunidades a; € 70% ou mais
idéntica, dentro de uma subfamilia, mas é s0 40% idéntica entre 3 subfamilias. As
relacfes entre as familias, com base na conservacao transmembranar e no dominio do
poro, estdo ilustradas na figura 12 (Catterall et al., 2005).

Dez genes (designados de CACNA1A-1 E CACNALS) codificam as
subunidades a,/Ca, (Bidaud et al., 2006).
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IChannel type : Pore subunit : Genename: Chromosome :
JL-types Cayl.1 ~0O4g CACNA1S  1g31-32
Cay1.2 ~04¢ CACNAIC  12p13.3
Cay1.3 ~04p CACNAID  3p14.3
Cayl.4 ~0O4qf CACNATF  Xp11.23

P/Q-types Ecm,zd ~0qa CACNATA  19p13.1
N Cay2.2 ~ (4 CACNA1B  9g34
R-type Cay2.3 ~ 04 CACNAIE  1g25-31

cav3-1 ~(11G CACNA1G 17q22
L pes ECav:m -0.qq  CACNATH  16p133
Ca,3.3~(y; CACNAIl  22q13

Figura 12 — Arvore filogenética que ilustra as varias subfamilias dos CCDV,
que existem nas células humanas. Quatro genes codificam os CCDV do tipo L. Os
CCDV neuronais tipos P/Q, N e R séo codificados por 3 genes, tal como os CCDV do
tipo T (Adaptado de Bidaud et al., 2006).

A subunidade intracelular 3 parece ser a grande responsavel pela modulacéo da
subunidade a4, da cinética do canal e dos limiares de activacdo/inactivacdo. Em
conjunto estas duas subunidades modulam as respostas fisioldgicas e biofisicas dos
CCDV do tipo L (Sonkusare et al., 2006). Estdo identificadas quatro isoformas das
subunidades B (B1- B4). S0 todas hidrofdbicas, ndo sdo glicosiladas e estdo localizadas
no citosol das células. As subunidades B ndo tém uma regido de ligagdo a membrana,
encontram-se ligadas a subunidade a; por uma interaccdo de alta afinidade. Esta
interaccdo é feita pelo Dominio de Interaccdo de Alfa (DIA), constituido por 18
aminoéacidos, entre os dominios I ¢ II de todas subunidades ay, € pelo Dominio de
Interacgdo de Beta (DIB) localizado na subunidade 3 (Richards et al., 2004; Arikkath
and Campbell, 2003). Uma estrutura obtida por difrac¢do de raios X demonstrou que a
ligacdo do DIA com o DIB ¢ feita através de hélice anfipatica por complementaridade
hidrofobica, onde os aminoacidos triptofano e tirosina parecem ser cruciais para esta
ligacdo (Richards et al., 2004).

A subunidade B ¢é codificada por quatro genes diferentes (B1, B2, Ps3, Pa) que
modificam a activacdo, a cinética de inactivacao, a estrutura do canal de voltagem e a
sensibilidade aos activadores/inibidores (Sonkusare et al., 2006).

A subunidade o, € um polipéptido completamente extracelular e esta ancorada a

membrana por ligagdes disulfito, que a unem ao polipéptido 6. As ligacOes disulfito das
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subunidades a,6 formam um dimero e estdo presentes na maioria dos tipos de canais de
calcio (Serysheva, 2004; Wang et al., 2004).

A subunidade a0 ¢ codificada por quatro genes diferentes (02/01, 012/02 012/03,
ap/84). NoOs sistemas de expressao heterdlogos, a co-expressdo das subunidades ay/d
afecta a fung@o da subunidade a; pela diminuicdo da densidade do canal, movimento de
carga, e a ligagdo (Bmax) de medicamentos com pequenos efeitos na constante de
dissociacdo (Kp) e efeitos menores variaveis na cinética do canal (Bodi et al., 2005;
Sonkusare et al., 2005).

A subunidade y foi encontrada nos canais do musculo esquelético, coracdo e
cérebro (Sonkusare et al., 2006; Catterall et al., 2005). Apesar de ainda ndo se saber
bem o seu papel, pensa-se que esteja envolvida na regulacdo de mecanismos de

excitacdo/contrac¢do (Wang et al., 2004).

3.6 — Estudos estruturais dos canais de calcio

Para se compreenderem 0s mecanismos moleculares e funcionais dos canais de
calcio é necessario obter-se informacédo a nivel tridimensional (3D) (Serysheva et al.,
2002). A estrutura tridimensional dos CCDV tipo L tem sido amplamente estudada a
partir do masculo esquelético de coelho, recorrendo a solubilizacdo dos canais e a
determinacdo da estrutura por métodos de criomicroscopia electrénica e analise de
particula Gnica (Serysheva et al., 2002).

Em 2001, Murata e seus colaboradores utilizaram o método de microscopia
electronica e a andlise de particula Unica, para obter uma estrutura bidimensional dos
CCDV do musculo esquelético do coelho. Estes estudos revelaram uma estrutura com
21 nm de altura e 10 nm de didmetro, contendo um pequeno dominio esférico de
aproximadamente 7 nm (Murata et al., 2001).

Em 2002, Serysheva e o0s seus colaboradores sugeriram uma estrutura
tridimensional de um CCDV tipo L do musculo esquelético de coelho, determinada por
criomicroscopia electronica e processamento de imagem por computador. Esta estrutura
apresentava duas regides: uma regido central e uma regiao tipo “brago” (Serysheva et
al., 2002).

A estrutura tridimensional dos CCDV tipo L do mdsculo esquelético foi

determinada usando o processo de criomicroscopia electrénica e a analise de particula
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Unica com uma resolucéo de 23 A (Wolf et al., 2003). A estrutura determinada mostrou
que este € um complexo com um peso molecular de aproximadamente 550 kDa, e é
constituido por 5 subunidades do DHPR (Wolf et al., 2003).

Caracteristicas visiveis na sua estrutura em conjunto com 0 uso de anticorpos
especificos, permitiu identificar as subunidades B (dentro da estrutura globular,
intracelular) e subunidade o, (do lado dos tdbulos-t do canal). O aspecto mais admiravel
desta estrutura foi verificar que a subunidade o, Se encontra expelida do dominio
membranar na proximidade do fecho da subunidade ay. Esta reconstrucdo mostra que, 0
prolongamento da subunidade o, estd no lado maior do dominio globular, o que sugere
que a subunidade & esteja adjacente ou parcialmente embebida dentro da subunidade
ayc, ha auséncia da subunidade & (Wolf et al., 2003), figura 13.

Figura 13 — A) 3 planos da estrutura 3D do receptor de dihidropiridina, com
uma resolucdo de 23-A. Esquerda: vista que enfrenta o lado citosolico. Meio: vista ao
longo do plano da membrana (descrito por uma barra amarela) com os revestimentos
extracelulares das subunidades a, para cima. Direita: vista ao longo do plano apos
rotacdo de 90° da orientagdo mostrada no painel do meio. B) Esquema proposto para 0s
canais de calcio tipo L (figura adaptada de Wolf et al., 2003).

Em 2004, Wang determinou uma nova estrutura tridimensional dos CCDV tipo
L do musculo esquelético de coelho, com uma resolucdo de cerca de 2,3 nm, na qual
usaram a técnica de congelacdo-hidratacdo. Contudo, esta estrutura era diferente da
anteriormente proposta por Serysheva, esta era também composta por uma regido com
um “brago” que se estende para a zona extracelular, com dimensdes globulares de
16.5x14.5x8.0 nm e uma zona fixa de 9.5nm (Wang et al., 2004).

Estas conclusdes, s@o consistentes com 0s ensaios in vitro descritos por Gurnet,
que mostram que a subunidade o, ndo esta ligada a subunidade a;c, na auséncia da

subunidade & (Gurnett et al., 1996).
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3.7 — Patologias associadas aos canais de calcio

Anomalias no funcionamento dos canais de Ca** sdo consideradas como parte de
adaptacGes biologicas e morfoldgicas que caracterizam 0s vasos sanguineos na
patogénese da hipertensdo arterial. Os canais de Ca** medeiam a contrac¢do induzida
pela pressao, evitando a hipertensao arterial (Sonkusare et al., 2006).

A pressdo sanguinea € restabelecida por compensacdo neuronal e/ou por
mecanismos renais, e as CMVL retém os ifes calcio de entrarem nos canais de calcio
dependentes de voltagem, evitando a contraccao arterial (Sonkusare et al., 2006).

A pressdo sanguinea arterial elevada pode ser a origem de muitas patologias
fatais, tal como o enfarte do miocérdio. Pensa-se que o influxo de Ca’* através dos
canais de Ca’* do tipo L tem um papel importante na reactividade do ténus miogénico
(Moosmang et al., 2005).

O niimero de patologias associadas aos canais de Ca* tipo L identificadas até ao
momento esta a crescer rapidamente, revelando novos dados na patofisiologia de muitas
doencas musculares e neurolégicas. Investigacbes na area da biologia molecular
permitiram verificar que alteracdes numa variedade de complexos de proteinas de
canais de Ca**, estéo relacionadas com vérias patologias humanas (Yamakage, 2002).

Alteracbes na expressao dos canais de célcio tém vindo a mostrar a sua
influéncia em doencas como: epilepsia, hipertensdo (Triggle, 2006), hipertermia
maligna, doencas do sistema nervoso central e paralisia periddica hipocalémica
(Serysheva, 2004; Sonkusare et al., 2006), algumas das quais referenciadas na tabela 6.

Algumas doencas que afectam o ser humano surgem de mutacdes e/ou delec¢des
funcionais das subunidades auxiliares dos diferentes tipos de canais de Ca®* (Arikkath
and Campbell, 2003). Um resumo de diferentes doengas que estdo relacionadas com
anomalias no funcionamento dos canais de célcio, devido a mutacdes ocorridas nas

diferentes subunidades que constituem estes canais, estdo descritas na tabela 6.
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Tabela 6 — Patologias associadas aos canais de Ca?* (Calcium Channelopathies).

Patologias
associadas aos
canais de Ca**

Paralisia periddica
hipocalémica I
(hypoPP)

Hipertermia
maligna tipo 5
(MHS5)

Cegueira nocturna
estacionaria
congénita Il

(CSNB2)
Distrofia do
cone/bastoneto da

retina, tipo 111
(CORDX)

Sindrome de
Timothy (TS)

Sindrome misténico

de Lambert-Eaton

Gene dos canais de
Ca’" envolvidos

CACNA1S ©

02/8 7

CACNAI1F ®

CACNAILF ®

CACNAI1C®

al A, al B®

Localizacéo
cromossomal

1931-32 @

Xp11.23 ©

Xp21.1, Xp27.2- 28 e
Xp1l.4- q13.2 ©

67 ")

Caracteristicas das
mutagdes

AD; (1)
Mutacdo R528H na
subunidade a1 dos

canais de Ca2+ tipo L.

AD; (7) Mutacéo

causada por substituicéo
de Arg1086His;

Patologia retinal AR e
ndo progressiva. ©

AR (3)

Mutacdo no exdo 8A; O
ex&o 8 encontra-se
codificado no segmento
S6 do dominio I; ©

AD; @

Caracteristicas patologicas

Ataques agudos de fraqueza muscular
concomitante, apos descida dos niveis
sanguineos de K+.®

Cegueira nocturna, diminuigéo da
acuidade visual, miopia, estigmatismo
e estrabismo.

Disfuncéo progressiva dos
fotoreceptores. ©

Disfuncdo em multiplos 6rgéos,
incluindo arritmias letais, tecido fino
entre os dedos, patologias cardiacas

congeénitas, deficiéncia imune,
hipoglicemia intermitente, anomalias
cognitivas e autismo. ©

Desordem autoimune; fraqueza
muscular devido a producéo de
anticorpos que inibem a interacgéo das
subunidades B e al. ®)

(*- mutacdo no receptor de rianodina; AD- Autossomica Dominante. AR- Autossomica Recessiva)
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4 — Purificacao e separacao de proteinas

O desenvolvimento de técnicas para separacdo e purificagdo de proteinas
constituem passos essenciais para muitos dos avangos recentes na area da biotecnologia
(Queiroz et al., 2001).

A pureza de uma proteina € uma condicdo sine qua non para a realizacdo de
estudos estruturais e funcionais. O grau de pureza da proteina que se pretende purificar
depende do estudo a realizar: no caso de estudos estruturais ou aplicagdes terapéuticas
sd0 necessarias amostras com um elevado grau de pureza. Em aplicagbes industriais
(exemplo, alimentacdo e detergentes domésticos) € requerido um menor grau de pureza
(Queiroz et al., 2001).

4.1 — Precipitacdo de proteinas

As proteinas sdo sollveis em A&gua devido a presenca de aminoacidos
hidrofilicos na sua superficie que atraem e interagem com muitas moléculas de agua. Se
a forca idnica da solucdo é muito elevada ou muito fraca as proteinas tendem a
precipitar no ponto isoeléctrico, quando existe um equilibrio de cargas entre o0s
diferentes aminoacidos que constituem a proteina, ndo existindo cargas na superficie
liquida. A solubilidade da proteina também depende da forca i6nica do meio onde a
proteina esta inserida, quando se aumenta a forca ionica de uma solucdo, pela adi¢do de
sal, as proteinas precipitam (“Salting-out”).

O sulfato de amonio é o sal mais usado para precipitar proteinas porque é muito
raro ser soltvel em tampdes frios (“cold buffers”). O fraccionamento com sulfato de
amonio é usado frequentemente em laboratérios de investigacdo como um primeiro
passo na purificacdo de proteinas fornecendo uma purificacdo grosseira de proteinas de
substancias ndo proteicas e também permite a separacdo de algumas proteinas. O sulfato
de amonio permite a formacdo de um precipitado proteico que normalmente é muito
estavel (Amersham, 2006).
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4.2 — Cromatografia de interaccado hidrofébica (HIC)

As biomoléculas sdo purificadas usando técnicas cromatogréficas que as

separam de acordo com propriedades especificas (Figura 14).

Vb 9
) o
3 - N
Interacgao Hidrofobica Fase Reversa Troca i6nica Filtragdo em Gel Afinidade

Figura 14 — Principiais técnicas de purificacdo cromatografica (Amersham, 2006).

O processo cromatografico consiste na separacdo de varios componentes que se
distribuem entre duas fases, estacionario e mével. A cromatografia de fase reversa,
permite a separacdo de biomoléculas, de acordo com a hidrofobicidade das proteinas.
Nesta cromatografia s@o usados solventes orgéanicos (alcanos lineares e compostos
aromaticos), que podem comprometer a actividade bioldgica ou a estrutura terciaria da
proteina. A cromatografia de troca ionica permite a separacdo de biomoléculas com
base na carga, sendo que, proteinas com diferentes cargas sdo retidas e eluidas de modo
distinto. E um processo adequado para compostos ionizaveis, sendo afectado pelo pH e
pela forca ionica do eluente. A cromatografia de filtracdo em gel permite a separacdo de
biomoléculas com base no seu tamanho. Nesta técnica as moléculas de maiores
dimensdes apresentam maior tempo de retencdo. Este processo € ideal para separar
proteinas, acucares, acidos nucleicos e outros polimeros.

A cromatografia de afinidade permite a separagdo de biomoléculas com base
numa associacdo selectiva e reversivel entre o soluto alvo e uma outra molécula
complementar o ligando (covalentemente ligado a matriz). A interacgdo de afinidade

resulta de interac¢Ges fisico-quimicas complexas (pontes de hidrogénio, associacfes
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hidrofébicas, interacgdes com electrbes e ligacbes covalentes). A cromatografia de
afinidade é a mais especifica de todas as técnicas cromatograficas (Amersham, 2006).

A HIC promove a separacdo de proteinas com base nas interac¢des hidrofébicas
entre ligandos hidrofobicos mobilizados e regides ndo polares na superficie das
proteinas. A adsorgdo aumenta com concentracfes de sal elevadas na fase movel e a
eluicdo € realizada pela diminuicdo da concentracdo de sal no eluente (Queiroz et al.,
2001).

Esta técnica é usada ap0s a precipitacdo da amostra com sulfato de amonio
(frequentemente usada como passo de concentracdo ou de remocgdo de residuos) ou
depois da separacdo de uma proteina por cromatografia de troca i6nica. Em ambas as
situacbes a amostra contem elevadas concentracdes de sal e pode ser aplicada
directamente na coluna de interaccdo hidrofobica. O elevado nivel de sal aumenta a
interaccdo entre os componentes hidrofobicos da amostra e o suporte cromatografico
(Amersham, 2006).

Durante a separacdo, as amostras sdo purificadas e eluidas em pequenos
volumes, concentrando deste modo a amostra, que pode ser usada directamente na
filtracdo em gel. A HIC pode ser usada como passo de captura, purificacdo intermédia
ou de polimento (Amersham, 2006).

As forcas de Van der Waals sdo o factor que mais contribui para as interac¢fes
hidrofobicas (“forgas interfaciais™), apesar do complexo mecanismo envolvido. Assim,
a alteracdo estrutural das biomoléculas é minima e a sua actividade bioldgica é mantida
usando HIC. A HIC é uma via alternativa para explorar as propriedades hidrofobicas
das proteinas, trabalhando em condi¢des mais polares e menos desnaturantes do que na
cromatografia de fase reversa, pois esta técnica requer o uso de solventes nao polares
para a eluicdo da proteina devido a forte ligacdo ao adsorvente da coluna cromatografica
(Queiroz et al., 2001).

A estrutura tridimensional de uma proteina é um resultado de interacgdes intra-
moleculares como também de interaccdes com o solvente. No caso de proteinas muito
sollveis, 0 solvente é a agua, e a parte hidrofébica encontra-se orientada para o interior
da estrutura da proteina. A estrutura final € um resultado de um balanco termodinamico
em que residuos de aminoacidos hidrofobicos frequentemente se encontram no interior
globular das proteinas, sendo que alguns estdo expostos, resultando em remendos

hidrofobicos na superficie da proteina (Amersham, 2006).
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Considerando que as proteinas apresentam superficies hidrofilicas e
hidrofobicas, podem precipitar somente a concentracfes elevadas de certos sais, sendo
causada por interac¢do hidrofobica forcada. Mudanca na forca idnica, nos solventes
organicos presentes, na temperatura e pH (especialmente no ponto isoeléctrico (pl),
quando ndo ha cargas na superficie liquida) pode afectar a estrutura da proteina e a sua
solubilidade e, por conseguinte, a interaccdo com outras superficies hidrofébicas, como
as matrizes da HIC (Amersham, 2006).

As interaccdes hidrofobicas tém uma elevada importancia nos sistemas
bioldgicos. Sdo as forgas dominantes da estrutura e flexibilidade das proteinas, e tém
um papel importante em outros processos bioldgicos tais como: reac¢fes antigénio —
anticorpo, reaccdes de substrato — enzima e na manutencdo da estrutura da bicamada
lipidica das membranas biologicas (Queiroz et al., 2001).

O numero de aminoacidos hidrofébicos, a sua diferente distribuicdo e
hidrofobicidade sdo caracteristicas de cada proteina, por isso uma separacao especifica
pode ser possivel com diferentes suportes hidrofébicos ou matrizes. Contudo, a variacdo
de hidrofobicidade das proteinas fornece um meio através do qual estas biomoléculas

podem ser separadas usando a HIC (Queiroz et al., 2001).

4.2.1 — Interaccdes reversiveis

Os ligandos hidrofébicos das matrizes da HIC podem interagir com as
superficies hidrofobicas das proteinas. Em agua pura qualquer efeito hidrofébico é
muito fraco para causar interaccdo entre o ligando e a proteinas ou entre as proprias
proteinas. Porém, certos sais aumentam as interac¢des hidrofobicas, e podem
proporcionar a ligacdo (adsorcdo) a matriz da HIC. Para uma elui¢do selectiva
(desorcao), a concentracdo de sal é diminuida gradualmente e os componentes da

amostra sdo eluidos por ordem de hidrofobicidade (Amersham, 2006).
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Figura 15 — O equilibrio das interacgdes hidrofdbicas é controlado predominantemente
pela concentragdo de sal (Amersham, 2006).
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O resultado final da separagdo em HIC € baseado contudo na interaccao entre a
prevaléncia e a distribuicdo dos residuos de aminoacidos hidrofobicos expostos a
superficie da proteina, a hidrofobicidade da matriz, a natureza e composic¢éo da amostra

e o tipo e concentracdo de sal usado nos tampdes (Amersham, 2006).

4.2.2 — Passos na separacdo por HIC

As matrizes sdo compostas por ligandos que contém grupos alquil ou aril
acoplados a uma matriz inerte de particulas esféricas. A matriz é porosa, no sentido de
promover uma superficie interna grande, onde o ligando tem um papel significativo na
hidrofobicidade final da matriz. A matriz é empacotada e de seguida é equilibrada com
um tampdo que preenche 0s poros da matriz e 0 espaco entre as particulas. A Interacgdo
entre a proteina e a matriz é promovida por concentracfes de sal moderadamente altas,
tipicamente 1.2 M de sulfato de aménio ou 3M de cloreto de sddio. O tipo de sal e a
concentracdo de sal usada no tampao inicial sdo seleccionados de modo a assegurar que
as proteinas de interesse se liguem a matriz e que as proteinas pouco hidrofébicas e
impurezas atravessem directamente a coluna (Amersham, 2006).

As condicdes de ligacdo sdo um factor chave em qualquer separacéo por HIC. E
nesta fase onde a selectividade, resolucéo e capacidade de ligacdo para a proteina em
estudo, podem ser significativamente influenciadas (Amersham, 2006).

As proteinas sdo eluidas pela diminuigdo da concentracdo de sal no tampéo de
eluicdo (Amersham, 2006). Um passo com tampdo sem sal, como passo de lavagem da
coluna, remove todas proteinas que ainda possam estar retidas na coluna. Se a
hidrofobicidade da matriz e as proteinas das amostras foram conjugadas correctamente,
todas as proteinas estardo eluidas nesta fase (Figura 16) (Amersham, 2006).
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Figura 16 — Passos da separacdo por HIC (Adaptado de Amersham, 2006).

4.2.3 — Resolucao na HIC

A resolucdo de uma separacao por HIC é uma combinacdo do grau de separacdo
entre os picos eluidos da coluna (selectividade), a habilidade da coluna para produzir
picos estreitos, simétricos (eficiéncia) e, claro que, a quantidade de amostra aplicada.
Estes factores sdo influenciados na pratica por propriedades como a matriz, condigdes

de ligacéo e eluicdo, empacotamento da coluna e fluxo da corrida (Amersham, 2006).
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A Resolucdo (Rs) é definida como a distancia entre os méximos dos picos
comparados com a largura da base comum a dois picos. A Rs pode ser determinada a
partir de um cromatograma (Amersham, 2006).

Um pico unico, com boa resolucdo nao é necessariamente uma substancia pura,
mas pode representar uma serie de componentes que ndo foram separados nas condi¢des

de eluicéo escolhidas (Amersham, 2006).

4.2.4 — Eficiénciana HIC

A eficiéncia de uma coluna é a habilidade para eluir picos estreitos, simétricos
de uma coluna, e relaciona (Amersham, 2006). Uma das principais causas da base do
pico alargar é uma difusdo longitudinal das moléculas do soluto (proteinas). Uma
coluna bem empacotada contribui significativamente para uma boa resolucdo. Colunas
que sdo mal empacotadas, por exemplo, com bolhas de ar, conduzem a uma passagem
desigual dos tampdes pela coluna, base do pico larga e consequentemente perda de
resolucdo. Obviamente, que o tamanho das particulas também é um factor significativo
para a resolucdo e, em geral, as particulas menores produzem os picos estreitos debaixo

de condicdes de eluicdo correctas, numa coluna bem empacotada (Amersham, 2006).

4.2.5 — Selectividade e capacidade de ligacdo da HIC

Uma elevada selectividade (grau de separacdo entre os picos) é um factor mais
importante do que a propria eficiéncia na determinacdo da resolucdo do processo
cromatografico (Amersham, 2006).

Na HIC, a selectividade depende em grande parte da natureza do ligando e do
seu grau de substituicdo na matriz, da natureza da matriz, da natureza da proteina em
estudo, o tipo de sal e a concentracdo de sal usada. Um balanco estabelecido entre estas
propriedades torna a HIC num processo altamente selectivo com uma melhor resolucao
e separacdo (Amersham, 2006).

A capacidade disponivel de uma matriz para uma proteina especifica depende da

densidade do ligando e das condigOes experimentais definidas (Amersham, 2006).
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A capacidade dinamica de uma matriz de HIC é dependente das propriedades da
matriz, a proteina que é purificada e as condi¢des experimentais como por exemplo a
concentracdo de sal, a taxa de fluxo, a temperatura e, por vezes, o pH (Amersham,
2006).

As propriedades do ligando, a proteina em estudo, o sal e a concentragdo de sal
tém um papel fundamental na selectividade final e na capacidade de ligagdo da amostra.
Na cromatografia de troca idnica tal como na cromatografia de afinidade sdo usadas
proteinas padrdo como uma directriz para indicar a selectividade e capacidade do

processo cromatografico em curso (Amersham, 2006).

4.2.6 — Selectividade e seleccdo do sal

Quando se usa uma matriz de HIC a habilidade de um sal particular para
promover interaccdo hidrofobica depende das espécies ionicas presentes e da
concentracdo das mesmas (Amersham, 2006).

O processo de precipitacdo de proteina tem a mesma forca motriz que é
observada nas interaccGes hidrofobicas de proteinas com um meio hidrofébico, a qual é
aumentada pela forca idnica (concentracdo) do tampdo wusado. A forca de
eluicdo/precipitacdo de um ido é descrita pelas séries de Hofmeister (Figura 17).
Pequenos e grandes ifes carregados sdo agentes precipitadores anticaotropicos),
considerando que os acidos organicos e bases tém um efeito estabilizador (caotropico)
na presenca de proteinas em solucdo. O termo caotrdpico refere-se a habilidade do ido

para produzir ordem ou caos na estrutura da molécula de agua (Amersham, 2006).

Aumento do efeito “salitng-out”
%

Anions: PO,", SO, CH;COO, CI, Br, NOy, ClOy, I', SCN

Cations: NH,'. Rb", K, Na", Li’, Mg™", Ca™', Ba"'

Diminuicado do efeito “salitng-out”

Figura 17 — Série de Hofmeister (Adaptado de Queiroz et al., 2001).
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Os sulfatos de sodio, potassio ou de amonio sdo fortes agentes precipitantes. Sdo
estes sais que efectivamente promovem interaccdo hidrofébica e tém influéncia
estabilizadora sobre a estrutura da proteina, estabilizando a interaccdo ligando-proteina
na HIC. Consequentemente os sais mais usados sdo: (NH4),SO4, Na;SO,4, NaCl, KCl e
CH3;COONH,4 (Amersham, 2006).

A quantidade de proteina que liga & matriz de HIC aumenta quase linearmente
até uma concentracgéo especifica de sal (Amersham, 2006).

Na2S04 > K2SO4> (NH4)2SO4 > Na2HPO4 > NaCl > LiCl ..... > KSCN

4.2.7 — A selectividade e as propriedades da matriz de HIC

Enquanto os ligandos contribuem significativamente para o grau de
hidrofobicidade de uma matriz, a matriz também pode influenciar a selectividade final.
As matrizes de cromatografia para interacgdo hidrofébica sdo matrizes porosas,
escolhidas pela sua estabilidade fisica, resisténcia quimica e com um baixo nivel de
interaccdo ndo especifica (Amersham, 2006).

As matrizes de Sepharose™ tém como base cadeias hidrofébicas de agarose,
organizadas em pacotes e com diferentes graus de cadeias interiores unidas em cruz,
figura 18, originando um intervalo rigido, de matrizes macroporosas com elevada
capacidade e baixa ligacdo ndo especifica. A matriz mais satisfatoria pode ser
seleccionada de acordo com o grau de resolucdo, capacidade de ligacdo e taxas de fluxo
requeridas. Por exemplo, uma elui¢cdo com gradiente em Sepharose High Performance
(34 um) dara uma separacdo de elevada resolucdo considerando que as particulas
maiores da matriz de “Sepharose Fast Flow ” (90 um) estdo melhor adaptadas para uma
elevada capacidade, e para passos de eluicdo com elevadas taxas de fluxo (Amersham,
2006).
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4.2.8 — Ligandos e o0 grau de substituicdo

Os ligandos mais usados em HIC séo os alcanos de cadeias lineares, no entanto,
outros grupos aromaéticos, como por exemplo, o fenil, sdo também usados como
ligandos com bons resultados devido a mistura de interaccdes hidrofobicas e
aromaticas. Apresentam um grau de substituicdo constante na matriz, sendo que, 0s

ligandos n-alcanos constituem uma série homologa numa escala de hidrofobicidade:

Metilo <etilo <propilo <butilo <pentilo <hexilo <heptilo <octilo

A hidrofobicidade e a for¢a de interac¢do aumenta com o aumento da cadeia n-
alquil, mas a selectividade de adsorcdo pode diminuir (Queiroz et al., 2001).

O ligando e o grau de substituicdo do ligando numa matriz de cromatografia
contribuem para a hidrofobicidade final da matriz e consequentemente para a
selectividade (Amersham, 2006).

A capacidade de ligagdo de uma matriz de HIC aumenta com o aumento da
densidade do ligando, até um certo nivel. Simultaneamente, a forca da interaccdo com a
proteina aumenta, a qual pode conduzir a dificuldades na eluicdo dos componentes
unidos a matriz. Seleccionando uma matriz substituida com o mesmo ligando, mas no
caso de uma baixa densidade do ligando, por exemplo, Phenyl Sepharose 6 Fast Flow
(pouco substituido) em vez de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (muito substituido) pode
resolver o problema (Amersham, 2006).

Os ligandos hidrofébicos mais comuns estdo na figura 19. Em geral, as matrizes
para HIC dividem-se em dois grupos, dependendo das interaccdes destas com 0s
componentes de amostra. As cadeias alquil (butil, octil, éter, isopropil) exibem
directamente um caracter hidrofobico, enquanto, que os ligandos de aril (fenil) mostram
um comportamento misto no qual constam interaccdes aromaticas e hidrofébicas, como
também falta de carga, tendo um papel essencial dentro das propriedades
cromatograficas finais (Amersham, 2006).
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Butyl

Octyl

Phenyl

.Away

PEG

OH

OH OH
HCH,0-(CHy)s-OCH,CHCH,OH

OH
H,CHCHO~(CH;CH,O)nH

OH CHy  OH
Hy,CHCH,O~(CH;CHO )y -CHyCHCH,OH

Figura 19 — Estrutura esquematica de alguns ligandos para HIC (Queiroz et al., 2001).
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1. Métodos

1.1 Recolha do material bioldgico

A recolha dos corddes umbilicais foi realizada no “Bloco” de Obstetricia do
Hospital Amato Lusitano (Castelo Branco) e do Hospital Sousa Martins (Guarda), com
a autorizacdo das maes doadoras, as quais foram questionadas pelo clinico responsavel
dos respectivos blocos. O procedimento usado para a recolha destas amostras bioldgicas
estd de acordo com os protocolos aprovados pela comissdo de ética dos hospitais onde
foram realizadas as colheitas. Apos a recolha, os corddes foram introduzidos em tubos
falcons (50mL) e em frascos Shott (250mL) contendo uma solucdo fisioldgica composta
por uma solucdo salina de fosfato diluida (ver tabela 2, em anexo, pagina 81),
antibidtico (composto por Penicilina, Estreptomicina, e Anfotericina) (ver tabela 3, em
anexo, pagina 81) e antiproteases (Pefaboe (6mg/mL); Leupectina (0,1125 mg/mL);
Benzamidina (6,5 mg/mL) e Inibidor de tripsina (2,5 mg/mL) (ver tabela 4, em anexo,
pagina 81). Posteriormente, os tubos foram colocados num frigorifico a 4°C até se

realizar o isolamento das artérias do corddo umbilical.

1.2 Limpeza das artérias e isolamento das camadas de células do

musculo liso

As artérias foram isoladas a partir do corddo umbilical (Figura 20), apds a
remocdo da geleia de Wharton e de sangue, sempre imersas numa solugdo de PSS
diluido. Para o isolamento das camadas do musculo liso, foi necessario cortar as artérias
longitudinalmente, numa placa pequena com PSS diluido, onde foi retirado o endotélio
e 0 sangue da parte interna da artéria com a ajuda de um cotonete. Esta porcéo da artéria
limpa foi colocada numa outra placa com PSS diluido onde se retiraram as camadas
musculares utilizando pingas. As camadas musculares isoladas foram posteriormente

colocadas numa outra placa com PSS diluido limpo.

do corddo umbilical.
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1.3 Isolamento dos canais de calcio membranares das células de

musculo vascular liso

As camadas de musculo liso, foi adicionado dihidrogenofosfato de sodio
(NaH,PO4) 50 mM a pH 7,2 e uma mistura de inibidores de proteases:
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (100 uM), Leupectina (1 pg/ml), aprotinina (1
ug/ml) e benzamidina (ImM). A quantidade de inibidores de proteases adicionada
depende da solugdo final de camadas de células e tampdo Na,H,PO,. Seguidamente,
realizou-se a lise das células do mdsculo liso através de um processo mecanico,
recorrendo a um homogeneizador (figura 21A). A lise foi também realizada por choque
osmotico, mergulhando a amostra em azoto liquido e em seguida colocou-se num banho
a 37 °C. O passo seguinte foi realizar uma centrifugacéo a 1500 g durante 10 minutos a
4°C para se obter no pellet os restos celulares. Ap6s a centrifugagdo removeu-se 0
sobrenadante e este foi novamente centrifugado a 26000g durante 2 horas a 4°C (figura
21B). Nesta segunda centrifugacdo, obtém-se as membranas celulares concentradas no
pellet. O pellet obtido foi ressuspendido no detergente dodecil-p-D-maltoside (DM) 4%
e agitou-se durante uma hora em gelo, promovendo desta forma a solubilizacdo das
proteinas de membrana existentes no pellet. Posteriormente, foi realizada uma
ultracentrifugacdo a 210000 g, durante 2 horas a 4°C (figura 21C), tendo esta etapa
como objectivo, a obtencdo dos canais de calcio membranares no sobrenadante
resultando uma solucdo homogénea, clarificada e concentrada de proteinas dos canais
de célcio. A amostra obtida foi depois utilizada nos passos seguintes de purificacdo dos
canais de calcio por métodos cromatograficos, num sistema de FPLC. Por fim,

determinou-se a concentracao de proteina pelo método de Bradford.

Figura 21 — Isolamento dos canais de calcio membranares a partir das camadas

de musculo liso. A) Lise celular realizada por um processo de homogeneizagéo; B)
Centrifugagéo a 26000g; C) Ultracentrifugacéo a 210000 g.
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2. Método de Bradford (macro)

O método de Bradford € um método que permite a determinacdo da
concentracdo de proteina, e envolve a ligacdo das proteinas ao corante “Coomassie
Brilliant Blue” G-250.

Para determinar a concentracdo de proteina numa solucdo desconhecida, foi
necessario inicialmente elaborar uma curva padrao, usando uma série de concentracoes
conhecidas de uma proteina. Usou-se a BSA (Albumina Sérica Bovina), e a partir de
uma solucdo-mde de concentracdo 1 mg/mL, fizeram-se diluigdes para uma
concentracdo final de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 e 1 mg/mL. Preparam-se tubos de ensaio
contendo 50 pL de cada solugdo de BSA e 2,5 mL de Reagente de Bradford em cada
tubo. Agitou-se no vortéx e guardaram-se os tubos no escuro durante 5 minutos. Mediu-
se a absorvancia de cada solugdo a 595 nm, num espectrofotometro da marca Pharmacia
Biotech, modelo Ultrospec 300 e com cuvetes com precursor Optico de 1 cm. A curva
de calibracdo obtida foi: y = 0,8955x — 0,0819, r*=0,9914.

3. Precipitacdo de proteinas com sulfato de amonio

A precipitacdo dos canais de Ca** foi realizada com a adicdo de (NH4)2SOy4
(Sigma). Para tal preparam-se tubos de centrifuga de 30 mL, tendo cada um, 1 mL de
extracto proteico dissolvido em 2 mL de tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4. Posteriormente
foram adicionada 0,8g de (NH,),SO,.

Ap0s a adicdo de sulfato de amonio, realizou-se uma centrifugacdo a 1500009
durante 2 horas, a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em 1mL de tampé&o fosfato
0,1M, pH 7,4. A concentracdo das amostras obtidas por precipitacdo com sulfato de
amonio foi determinada pelo método de Bradford, seguindo o método referido no ponto
2. A recta de calibracdo obtida foi: y = 0,8955x — 0,0819, r>=0,9914.
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4. Ensaios de Cromatografia de Interaccdo Hidrofobica

Os ensaios de cromatografia de Interaccdo Hidrofobica (HIC) dos canais de
Ca®*, com diferentes concentracdes de sal e diferentes misturas de sais foram realizados
em mini-colunas (Biorad), figura 22.A e em Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC), figura 23.B.

Tampa
~——— Reservatdrio
(10mL)
_____Marcas de volume
graduadas

__%olume da coluna

Polietileno poroso

(30 pm), retem a

matriz e pequenas
— - particulas

— Tampa inferior
A da coluna

Figura 22 — A) Mini-coluna (Biorad) (adaptado de http://www.bio-rad.com); B)
FPLC.

Iniciou-se o estudo de HIC dos canais de Ca** em mini-colunas, com diferentes
sais, concentracdes de sais e misturas de sais, no sentido de averiguar, qual a mistura de
sais que permitiria uma melhor purificacdo e separacdo destes canais. As mini-colunas
de propileno tém dimensfes de 1.5x12 cm (tamanho total da coluna:14 cm) permitem
um fluxo por gravidade rapido sendo um modo simples de realizar estudos de interac¢édo
hidrofébica.

Apos a seleccdo da mistura de sais, realizaram-se ensaios em FPLC, numa
coluna da Amersham Biosciences, modelo XK 16, com o adsorvente escolhido. Os
ensaios em mini-colunas e em FPLC tiveram como base o mesmo procedimento, sendo
que as condi¢des usadas em FPLC (ver tabela 14, em anexo pagina 86).

As solugdes (ver tabela 5, em anexo, pagina 82) usadas foram filtradas a vacuo e
desgaseificadas num sonicador Elma (modelo Transsonic 570/H). Foram recolhidas as
amostras e analisados 0s respectivos cromatogramas. As frac¢des de interesse foram
analisadas por SDS-PAGE e Western-Blot.

45



Material e Métodos

5. Concentracao das amostras

Foi necessario recorrer a concentracdo das amostras devido ao efeito de diluicdo
ocorrido durante o processo cromatografico. A concentracdo de proteinas foi realizada
com concentradores vivaspin 6 mL, modelo 10.000 MWCO, cuja membrana possui
poros de didmetro 10 kDa. Os concentradores foram centrifugados a 1800g, a forca
centrifuga conduz a que os solutos de baixo peso molecular (<10 kDa) passem através
da membrana. Os macrosolutos (proteinas), ficam retidos acima da membrana, dentro
do reservatorio do concentrador. A medida que diminui o volume da amostra, a

concentracdo do soluto retido aumenta (Millipore Corporation, 2000).

6. Electroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

A electroforese € uma técnica usada para separar moléculas carregadas de
acordo com a sua carga, forma e tamanho quando estdo sob influéncia de um campo
eléctrico. As biomoléculas sdo arrastadas numa matriz, que funciona como um meio
estabilizador, evitando que a corrente eléctrica provoque difusdo e misture diferentes
bandas. Esta matriz pode ser composta por diferentes materiais, como papel, acetato de
celulose, géis de poliacrilamida, agarose ou goma. Os géis de poliacrilamida e agarose
sdo, actualmente, os mais usados para separar acidos nucleicos, no entanto, para a
separagdo de proteinas, o gel de poliacrilamida é a matriz mais comum (Amersham,
2006).

A distdncia percorrida pelas biomoléculas permite determinar 0 seu peso
molecular, pela comparacdo das bandas correspondentes as amostras aplicadas no gel,
com um padrdo de dez proteinas de pesos moleculares conhecidos e que tenham
percorrido o mesmo gel (Amersham, 2006).

A electroforese SDS-PAGE € usada para determinar os pesos moleculares e
analisar a composicdo de subunidades e os dominios estruturais das proteinas. O
dodecilsulfato de sdédio (SDS) € um detergente anionico que quebra as ligacbes de
Hidrogénio e as interac¢des hidrofobicas, o que leva a desnaturacdo das proteinas
(Amersham, 2006).
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As fraccdes obtidas, apos precipitacdo com sulfato de amonio e apds elui¢do nas
colunas de HIC, foram separadas através de um SDS-PAGE de acordo com 0 peso
molecular. Nesta electroforese foi usado um gel de separacdo com 12% de acrilamida e
um gel de concentracdo com 4% de acrilamida (ver tabela 6, em anexo, pagina 82). Para

tal usou-se o sistema miniprotean da Biorad.

Figura 23 — Sistema de electroforese, miniprotean da Biorad

Apds a montagem do sistema de electroforese o gel de separacdo 12,5% foi
colocado até cerca de 1 cm da superficie, sendo depois adicionada agua para formar
uma superficie plana e aguardou-se que polimerizasse. Apos a polimerizagdo, o sistema
foi invertido para remover a agua e adicionou-se o gel de concentracdo 4 %.
Seguidamente colocou-se 0 pente e aguardou-se que o gel polimerizasse. Apds a
polimerizacéo retirou-se o pente e montaram-se 0s geéis no sistema de electroforese.
Posteriormente, colocaram-se 20 pl de amostra ¢ 10 ul e tampdo de redugdo em
eppendorfs que foram submetidos a desnaturacdo das proteinas a 100°C, durante 5
minutos. Depois de preparado o tampdo de migracdo (ver tabela 9, em anexo, pagina
83) este foi colocado entre os géis no mesmo sistema e foram lavados 0s pogos
presentes no gel. De seguida, injectaram-se as amostras bem como o marcador de pesos
moleculares no gel de electroforese. A corrida foi realizada a 120 V durante
aproximadamente 1 hora.

No fim da corrida da electroforese o gel foi retirado das placas e do sistema e foi
colocado numa soluca de coloragédo, azul de Coomassie, em agitacdo constante durante
30 minutos. Foi depois transferido para uma solug@o de descoloragédo | (ver tabela 10
em anexo, pagina 84), também durante 30 minutos sob agitagdo constante. Por fim o gel
foi colocado em solucdo de descoloracdo Il (ver tabela 10 em anexo, pagina 84), onde

permaneceu durante a noite sem agitacao.
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M, = 10° Color
225- Blue
150- Red
102- Grean

76~ Yellow
52— Purple
38- Blue
31- Crange
24- Green
17- Blue
12- Red

Figura 24 — Representacdo da migracdo das proteinas no “Full-Range
Rainbow™ Molecular Weight Markers” numa electroforese SDSPAGE, num gel de
migracédo de 12%.

7. Western Blot

O método de Western Blot envolve a transferéncia das proteinas separadas num
gel de poliacrilamida para um suporte solido (membrana adsorvente), de um modo
rapido e eficiente, permitindo assim um maior nimero de aplicacbes de amostra. O
suporte solido consiste em membranas de polivinilidenodifluoreto (PVDF) ou
nitrocelulose, que apresentam alta capacidade para se ligar a proteinas. Estes suportes
sdo fisicamente fortes e quimicamente estaveis (Kurien and Scofield, 2006). Este
método apresenta varias vantagens, tais como: a membrana molhada é flexivel e de facil
manipulacdo, as proteinas imobilizadas na membrana sdo igualmente acessiveis a
diferentes ligandos, uma pequena quantidade de reagente permite 0 armazenamento
prolongado dos modelos transferidos e a proteina transferida pode ser usada para
maultiplas analises sucessivas (Kurien and Scofield, 2006).

Neste método o procedimento para a obtencdo do gel foi igual ao descrito no
SDS-PAGE, o gel obtido foi usado para fazer a transferéncia das proteinas para uma
membrana de PVDF, previamente activada em metanol (5 segundos), em agua (5
minutos) e em CAPS 1x (15 minutos).

Preparou-se a sanduiche com o papel de filtro, o gel, a membrana e de novo o
papel de filtro, tendo em conta que o gel deve ser colocado do lado do &nodo (lado preto

da cassete do sistema de electrotransferéncia). Removeram-se as bolhas de ar e colocou-

48



Material e Métodos

se a cassete no sistema de electrotransferéncia com tampéao de electrotransferéncia a
4°C, a 750 mA durante 30 minutos no caso da electrotransferéncia da subunidade de
maior peso molecular (subunidade ayc) e de 20 minutos para as subunidades de baixo
peso molecular (subunidade ), usando um sistema Trans-blot cell (Biorad), com um
banho de refrigeracdo Multitemp 111 Thermostatic Circulator (Pharmacia Biotech), uma
fonte de alimentagdo da Amersham Biosciences, modelo EPS 2A200 e um estabilizador
de corrente da Sarrat, modelo ELT 2000.

Terminada a electrotransferéncia fez-se o bloqueio da membrana com Tris
Buffer Saline — Tween (TBS-T) 5% em leite (ver tabela 12, em anexo, pagina 85),
durante uma hora a temperatura ambiente, sob agitacdo, passo que permitiu o bloqueio
dos locais de ligacdo livres da membrana, figura 25. Incubou-se a membrana com
anticorpos primarios em TBS-T 1% de leite (ver tabela 12, em anexo, pagina 85),
deixando a 4°C durante a noite sob agitacdo constante. Depois lavou-se a membrana 3
vezes durante 15 minutos com TBS-T 0,5% de leite (ver tabela 12, em anexo, pagina
85), sob agitacdo. Seguidamente, incubou-se a membrana com o anticorpo secundario
em TBS-T 1% de leite (ver tabela 11, em anexo, pagina 84), durante uma hora a 4°C,
também com agitacdo. Lavou-se hovamente a membrana com TBS-T 0,5 % de leite, 3
vezes durante 15 minutos e fez-se a revelagdo com o reagente Enhanced
ChemiFluorescence (ECF) (Amersham Biosciences), detectando-se a fluorescéncia do
substrato da fosfatase alcalina ligada aos anticorpos secundarios, num detector de

quimiofluorescéncia ( Molecular Imager FX da Biorad).

l Bloqueio

l Anticorpo

Primario
=
Anticorpo
Secundario
-
S
l Revelacao

Figura 25 — Sequéncia do processo de Western Blot.

(adaptado de: www.genscript.com/western_tech.html)
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8. Dot Blot

Activou-se as membranas com metanol (5 segundos), agua desmineralizada (5
minutos) e CAPS 1x (15 minutos), sob agitacdo. Deixou-se secar as membranas.
Aliquotou-se 30 pL de extracto (5 uL de cada vez). Incubou-se com o anticorpo
primario, durante a noite, a 4°C. Lavou-se as membranas com TBS 0,5% de leite, 3
vezes durante 15 minutos e colocaram-se depois no anticorpo secundario, durante uma
hora, a temperatura ambiente. Lavou-se novamente as membranas com TBS-T 0,5% de
leite, 3 vezes durante 15 minutos. Por fim, revelou-se as membranas com ECF e fez-se a
deteccdo das bandas no detector de quimiofluorescéncia Molecular Imager FX da
Biorad.

9. Imunofluorescéncia

As células do musculo liso do isolamento das artérias do corddo umbilical
humano, apds atingirem confluéncia celular, foram subcultivadas por tripsinizagdo em
placas de 12 pogos.

Primeiramente, as lamelas foram colocadas com a ajuda de uma pinca nos pogos
da placa de 12 pocos e colocadas a ultravioleta durante 30 minutos na camara de fluxo
laminar. De seguida, preparam-se com colagénio as placas de cultura com as lamelas.

Apo6s atingirem confluéncia celular, as células foram subcultivadas por
tripsinizacao durante 2 minutos nas placas com as lamelas e foram a incubar a 37°C com
5% de CO, em atmosfera himida até atingirem confluéncia celular.

Aproximadamente apo6s 2/3 dias as CMVL humanas atingiram confluéncia
celular, procedendo-se de seguida a sua fixacdo. Para realizar a fixagdo, aspirou-se o
meio de cultura e as células foram lavadas 2x com Phosphate Buffered Saline (PBS).
Posteriormente, adicionaram-se 400 pL de paraformaldeido/PBS 4% durante 20
minutos. Aspirou-se a solucdo de fixacdo e lavaram-se as células 3x com PBS. As
placas foram revestidas com parafilm e guardadas em PBS a 4°C para posteriormente
realizar-se o procedimento de imunofluorescéncia.

A imunodeteccdo do vW factor e do CD144 comegou com a permeabilizacdo das
células com 500 pL de Triton X-100 (1% em PBS) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. De seguida as células foram lavadas 3x com PBS. No bloqueio, adicionaram-
se em cada pogo 500 pL de albumina (3% Albumina Sérica Bovina e 0,2% de
Tween20) e incubou-se durante 1 hora. Durante este tempo preparam-se 0S anticorpos

priméarios diluidos em PBS com Tween20 (0,2%): rabbit anti-human von Willibrand
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factor polyclonal (E;); anti-VE-Cadherin (E); monoclonal anti-human fibroblast (F) e
monoclonal anti-actin, oo smooth muscle (S). Depois da incubacdo com a solugdo de
blogueio, aspirou-se a solucédo e adicionaram-se 200 pL de anticorpo primario diluido.

Apdbs o tempo de incubacdo over-night a temperatura ambiente, aspirou-se o
anticorpo priméario e lavaram-se as células 3x em PBS. Adicionaram-se 50 pL de
anticorpo secundario diluido 1:1000 de Asgg goat anti-rabitt conjugado com GFP (green
fluorescent protein) para a imunodeteccdo do VW factor e CD144 e Asg goat anti-
mouse conjugado com rodamina para a imunodetec¢cdo da a-actina e dos fibroblastos.
Incubou-se a placa com as células a temperatura ambiente durante 1 hora no escuro. De
seguida, as células foram lavadas 3x com PBS em intervalos de 5 minutos.

Apos as lavagens, foram preparadas as laminas, deitando uma pequena gota de
meio de montagem. As lamelas foram colocadas sobre as ldaminas com a ajuda de duas
pincas de modo que as células ficassem em contacto com o meio. O excesso de meio de
montagem foi retirado das laminas e deixaram-se secar no escuro durante lhora. De
forma a isolar as células foi aplicado verniz em volta de cada lamela e colocaram-se a
secar no escuro durante 1 hora.

Apbs este procedimento as laminas foram visualizadas no microscépio de

imunofluorescéncia (Carl Zeiss AxiVision Rel. 4.6).

Figura 26 — Microscopio de Imunofluorescéncia.
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V. Resultados e Discussao

1. Imunofluorescéncia

Apols o isolamento das artérias do corddo umbilical humano, foram usados
anticorpos para identificar as células do musculo liso das artérias do corddo umbilical
humano ¢ a subunidade a;c dos canais de calcio tipo L.

A presenca de contaminacfes de outro tipo de células, foi demonstrada por
imunofluorescéncia usando os anticorpos monoclonal anti-actin a smooth. A actina é
uma das duas maiores proteinas do citoesqueleto e as suas isoformas sdo maioritarias
nas células do musculo liso (De Llano et al., 2007).

A presenca de células do musculo liso na cultura de células foi confirmada pela
expressao da a-actina observada no microscépio de Imunofluorescéncia (figura 26A e
B) (De Llano et al., 2007).

Figura 27 — Caracterizacdo do fenotipo das células humanas de musculo liso
por imunofluorescéncia. Expresséo da a-actina com ampliagéo 630x (A) e 1000x (B).
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A presenca da subunidade o;c dos canais de calcio tipo L e das células do
masculo liso das artérias do cordao umbilical humano foi também observada por dupla-

marcacdo (Figura 28).

Figura 28 — Fotos subunidade a;c dos canais de calcio tipo L e das células do
masculo liso das artérias do corddo umbilical humano obtidas por imunofluorescéncia
com dupla marcacdo. Expresséo da subunidade a;c dos canais de célcio tipo L (verde) e
da a-actin (vermelho) com ampliagdo 1000x.

Neste processo de imunofluorescéncia verificou-se a existéncia de canais de
calcio na CMVL (figura 28). A partir desta evidéncia realizaram-se um conjunto de
ensaios que tiveram como objectivo isolar os canais de célcio tipo L. Foram utilizados
dois tipos de cromatografia (cromatografia de afinidade e cromatografia de interacgédo
hidrofobica). Nos primeiros ensaios com cromatografia de afinidade houve saturagéo da

coluna e por isso realizaram-se ensaios com a cromatografia de interaccao hidrofébica.
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2. Isolamento dos canais de calcio membranares das células de

musculo vascular liso

O procedimento de isolamento dos canais de célcio iniciou-se com células das
camadas de masculo liso. Seguiu-se o procedimento para o isolamento dos canais
apresentado nos materiais e métodos e uma electroforese SDS-PAGE da fraccao obtida

apos a primeira etapa da purificacdo dos canais de calcio tipo L (ver figura 27).

150 kDa
102 kDa

76 kDa

52 kDa

38 kDa

Figura 29 — Gel de electroforese SDS-PAGE das fracgdes resultantes das
centrifugacdes da amostra de células do masculo liso. 1 — 1° Pellet; 2 — 2° Pellet; 3 — 1°
Sobrenadante; 4 — 2° Sobrenadante.

Nesta electroforese conclui-se que todos os pellets e todos os sobrenadantes
apresentam uma série de macromoléculas. A gama de pesos moleculares apresentadas
por estas macromoléculas, indicavam que algumas destas bandas poderiam
corresponder a subunidades dos canais de calcio que se pretendiam isolar, verificando-
se no 1° pellet uma maior intensidade de sinal. No entanto foi sob o 2 ° sobrenadante
que recairam as principais observacGes e processos de purificacdo, porque apds a
primeira etapa da purificagdo esta fracgdo € aquela que & partida tera a menor
contaminagdo por parte de outras macromoléculas sem interesse e porque também ja
sofreu uma solubilizacdo garantindo-se o rompimento da membrana celular e logo a
libertacdo dos canais de calcio.

Posteriormente, foi feito um Western Blot usando anticorpos especificos para a
subunidade oy, dos canais de calcio, seguindo-se o0 procedimento apresentado nos
materiais e métodos. O uso destes anticorpos permitiu identificar a localizacdo desta
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proteina. As membranas de PVDF, onde se encontravam as proteinas transferidas do
gel, foram reveladas com ECF e digitalizadas no detector de quimiofluorescéncia, figura
28.

Figura 30 — Western Blot das fraccOes resultantes das centrifugacdes da amostra
de células do masculo liso. 1 — 1° Pellet; 2 — 2° Pellet; 3 — 1° Sobrenadante; 4 — 2°
Sobrenadante.

Na membrana obtida no Western Blot observam-se as bandas correspondentes a
subunidade o;c. Contudo a banda ndo surge no mesmo peso molecular que era esperado,
este facto pode dever-se a desnaturagdo da proteina ou ao facto do anticorpo utilizado
ser pouco especifico para a subunidade a;c.

Uma electroforese PAGE também foi feita o que permitiu ver a separagdo das
proteinas no seu estado nativo, ou seja, separadas segundo a sua carga e peso molecular,

figura 29. 1 2 3 4

150 kDa |
102 kDa

76 kDa

52 kDa

38 kDa

Figura 31 — Gel de electroforese PAGE com a amostra concentrada.
1 - 1°Pellet; 2 — 2° Pellet; 3 — 1° Sobrenadante; 4 — 2° Sobrenadante.
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Com esta electroforese, pretendia observar-se a distancia percorrida pela amostra
no seu estado nativo e concluir se a amostra teria os canais de célcio tipo L intactos ou
fragmentados. Apds a analise do gel, encontraram-se algumas bandas, o que permite
especular que as subunidades, possam estar separadas. Encontrou-se uma banda entre os
52 e 76 kDa, que podera corresponder a subunidade B e entre os 102 e os 250
encontram-se varias bandas que poderdo corresponder as subunidades aic e op. Nesta
electroforese, também néo se conseguiu determinar se, alguma subunidade podera estar
ligada a outra. Os resultados obtidos indicam-nos que a subunidade a, possa estar ligada
a subunidade 6, uma vez que se encontrou uma banda com peso molecular de
aproximadamente 165 kDa.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito na literatura, realizados
com diferentes tecidos; por exemplo, Murata em 2001, isolou canais de calcio do
musculo esquelético de coelho. Ele identificou quatro subunidades: o-6 (175 kDa), a;
(170 kDa), B (55 kDa) e y (30 kDa), quando analisadas em condi¢des nativas. Em
condigdes ndo nativas (SDS-PAGE), obteve-se um conjunto de 6 subunidades com os
respectivos pesos moleculares de 170 kDa para a subunidade aic, 150 kDa para a
subunidade ay, 55 kDa para a 3, 20 kDa para a y e para as duas isoformas de o (83 € 3,)
de 27 e 23 kDa respectivamente (Murata et al., 2001).

Valores semelhantes foram determinados por Serysheva, quando identificou
bandas em de poliacrilamida, com e sem SDS dos canais de célcio isolados do musculo
esquelético de coelho (Serysheva et al., 2002).

Em 2003, Wolf e os seus colaboradores, também observaram cinco bandas num
gel de SDS-PAGE, quando isolaram canais de calcio de musculo esquelético de coelho
sob condicdes redutoras, quando em condi¢bes nativas encontraram apenas quatro,
estando as subunidades a;, e 4 unidas numa tnica banda de 168 + 10 kDa (Wolf et al.,
2003).
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Figura 32 — Dot Blot das fracgdes obtidas no isolamento das células a partir do
corddo umbilical.
1 —1°Pellet; 2 — 2° Pellet; 3 — 1° Sobrenadante; 4 — 2° Sobrenadante.

No Dot Blot apresentado na figura 30 verificou-se que houve ligacdo entre a
proteina e o anticorpo. Observa-se um sinal bastante forte, no 1 e no 4, identificado
pelos pontos pretos sob a zona onde foi colocada a amostra. Isto significa que existe
uma grande quantidade de subunidade a;c dos canais de calcio tipo L existente neste

pellet e no sobrenadante.

3. Método de Bradford

Para determinar a concentracdo das amostras, realizou-se uma recta de
calibracao.

Tabela 7 — Resultados do método de Bradford para a obtencdo da recta de

Concentracao de BSA || Valor da absorvancia
(mg/ml)

calibracéo.
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Método de Bradford

(595nm)

y =0,8955x - 0,0819

R?=0,9914
O T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragédo de BSA (mg/ml)

Absorvancia relativa

Grafico 1 — Recta de calibragéo.

4. Ensaios em mini-colunas

Realizaram-se ensaios com a mini coluna com matriz (resine) Epoxy- Sepharose
para se tentar realizar a purificacdo dos canais de célcio tipo L. Em cada um dos
ensaios, foram injectados 500uL de uma amostra ultracentrifugada e precipitada com
40% de Sulfato de Amonio

Realizou-se o ensaio na coluna, grafico 1, e a concentracdo de proteina era de

5,98 mg/mL, determinada pelo método de Bradford.

Sulfato Améno 1,5M

0,18 1%
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Gréfico 2 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1,5M, 1M,
0,5M de Sulfato de Aménio e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Deste modo, e para se ter uma ideia de que as fraccdes recolhidas poderiam
conter as subunidades dos canais de calcio tipo L realizou-se um SDS-PAGE (fig.31.A)
e um Western-Blot (fig. 31.B) de todas as fraccoes.

RS =2 3 4 1 2 3
p—
-
3 A B
|

Figura 33 — Analise das diferentes frac¢bes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por (A) SDS PAGE e (B)
Western-Blot.; 1, 2, 3 e 4 - amostras recolhidas apés eluicdo com 1,5 M, 1M, 0,5 M e
OM de Sulfato de Amonio.

Pela analise do SDS-PAGE verificou-se a que a proteina € eluida com 0,5M de
Sulfato de Amonio. No entanto, a proteina que se pretende isolar ndo foi eluida com
1,5M e 1M de Sulfato de Amonio.

Repetiu-se 0 ensaio anterior, desta vez, com uma mistura de sais de Sulfato de
amonio (S.A.) 1M + Citrato de sodio (C.S.) 0,8M, a concentracdo de proteina era de
5,97 mg/mL.

Epoxy (S.A.IM + C.S.0,8M)

Absorvancia relativa

Fraccbes

Gréfico 3 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 0,8M
C.S,0,5M S.A. +0,4M C.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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—_— A . B

Figura 34 — Andlise das diferentes frac¢oes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por (A) SDS PAGE e (B)
Western-Blot.; 1, 2, 3- amostras recolhidas ap6s eluicdo com 1M S.A. + 0,8M C.S,,
05MS.A +04MS.A.e0OMSA. +0OMC.S..

Pela anélise do Western-Blot verificou-se que a proteina de interesse apenas foi
eluida com OM de Sulfato de Amoénio + OM Citrato de Sodio.

Repetiu-se 0 ensaio, iniciando o estudo anterior, desta vez, com um tampao com
menor concentracdo de sal, isto é, com 0,7M de Citrato de sodio, com o intuito de
verificar se alguma proteina era eluida com concentragdes mais baixas de Citrato de

sodio, a concentracdo de proteina era de 4,68 mg/mL.

S.A1IM+C.S.0,7M
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Graéfico 4 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 0,7M
C.S5,0,5M S.A. +0,35M C.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).

61



Capitulo IV Resultados e Discussdo

1 2 3
éﬁ =— -
j s | B

Figura 35 — Analise das diferentes frac¢bes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por (A) SDS PAGE e (B)
Western-Blot.; 1, 2, 3- amostras recolhidas apés eluicdo com 1M S.A. + 0,7M C.S,,
05M S.A. +0,35M S A.e0MS.A. +0OM C.S..

Pela anélise do Western-Blot verificou-se que a proteina é eluida com OM de
Sulfato de Amonio + OM Citrato de Sodio.

Repetiu-se 0 ensaio, iniciando o estudo anterior, desta vez, com um tampao com
menor concentracdo de sal, isto é, com 0,5M de Citrato de so6dio, com o intuito de
verificar se alguma proteina era eluida com concentracdes mais baixas de Citrato de

sodio, a concentracdo de proteina era de 5,27 mg/mL.
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Graéfico 5 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 0,7M
C.S5,0,5M S.A. +0,35M C.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 36 — Analise das diferentes frac¢Ges obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por (A) SDS PAGE e (B)
Western-Blot.; 1, 2, 3- amostras recolhidas apés eluicdo com 1M S.A. + 0,5M C.S,,
05MS.A. +0,25M S A.e0MS.A. +OM C.S..

Pela anélise do Western-Blot verificou-se que a proteina é eluida com OM de
Sulfato de Amoénio + OM Citrato de Sddio. No entanto, ao contrério das outras
concentracdes a proteina de interesse também € eluida com 1M de Sulfato de Amonio +
0,5M Citrato de Sodio e 0,5M de Sulfato de Amonio + 0,25 M de Citrato de Sodio.
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4.1 Ensaios em mini-colunas utilizando diversas misturas de sais

4.1.1 Sulfato de Amonio e Fosfato de Sédio

Nesta fase do trabalho, foram efectuados outros ensaios cromatograficos com
diferentes misturas de sais, nomeadamente Sulfato de Amdnio com Fosfato de Sodio
(F.S.) e Sulfato de Amdnio com Sulfato de Sodio (S.S.). No entanto os Western-Blot
ndo sdo apresentados devido a avaria do aparelho e a falta de leite em pé adequado.

Realizou-se o ensaio na coluna, grafico 5, e a concentracdo de proteina era de

5,40 mg/mL, determinada pelo método de Bradford.
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Gréfico 6 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 1M
F.S,0,5M S.A. + 0, 5M F.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 37 — Andlise das diferentes frac¢fes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas apds eluicdo com 1M S.A. + IMF.S.,06M S.A. +0,5M F.S. e 0
MS.A. +OMF.S..
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Pela anlise do SDS-PAGE néo se verifica nenhuma banda com peso molecular
correspondente & proteina de interesse com 1M de Sulfato de Aménio + 1 M Fosfato de
Saédio e 0,5M de Sulfato de Amonio + 0, 5 M de Fosfato de Sodio e OM de Sulfato de
Amoénio + OM Fosfato de Sdédio. De notar, que ha presenca de uma banda mais intensa
(~ 52 kDa) na elui¢do com 0,5M de Sulfato de Amonio + 0,5 M de Fosfato de Sddio e
OM de Sulfato de Amonio + OM Fosfato de Sodio que poderd corresponder a
subunidade B3, no entanto apenas por Western-Blot poderiamos confirmar este facto.

Repetiu-se 0 ensaio, iniciando o estudo anterior, desta vez, com um tampao com
menor concentracdo de sal, isto €, com 0,8M de Fosfato de Sodio, com o intuito de
verificar se alguma proteina era eluida com concentra¢cdes mais baixas de Fosfato de

Sédio, a concentracdo de proteina era de 5,40 mg/mL.
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Gréfico 7 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 0,8M
F.S,0,5M S.A. +0, 4M F.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 38 — Analise das diferentes frac¢bes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas apos eluicdo com 1M S.A. + 0,8M F.S.,,06M S.A.+0,4M F.S. e 0
MS.A.+OMF.S..
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Pela andlise do SDS-PAGE verificou-se atraves de uma banda (~190 kDa) que a
proteina de interesse € eluida com 0,5M de Sulfato de Aménio + 0, 4 M de Fosfato de
Sédio. No entanto, ha também a presenca de uma banda mais intensa (~ 52kDa) na
eluicdo com 0,5M de Sulfato de Aménio + 0, 4 M de Fosfato de Sédio que podera
corresponder a subunidade B3 no entanto apenas por Western-Blot poderiamos
confirmar este facto.

Repetiu-se 0 ensaio, iniciando o estudo anterior, desta vez, com um tamp&o com
menor concentracdo de sal, isto €, com 0,5M de Fosfato de Sodio, com o intuito de
verificar se alguma proteina era eluida com concentracfes mais baixas de Fosfato de

Sédio, a concentracdo de proteina era de 5,40 mg/mL.
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Gréfico 8 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 0,5M
F.S,0,5M S.A. +0, 25 M F.S. e de tampao fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 39 — Andlise das diferentes frac¢des obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas apo6s eluicdo com 1M S.A. + 0,5M F.S., 0,5M S.A. + 0, 25M F.S. e
OMS.A. +0OMFS..
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Pela analise do SDS-PAGE verificou-se que a proteina de interesse € eluida com
0.5M de Sulfato de Amonio + 0,25M Fosfato de Sodio. No entanto, ndo é eluida a
proteina de interesse com 1M de Sulfato de Amoénio + 0,5 M Fosfato de Sédio e 0 M de
Sulfato de Amonio + 0 M de Fosfato de Sodio. De notar ainda a presenca de uma banda
mais intensa (~ 52kDa) na elui¢cdo com 1M de Sulfato de Aménio + 0,5 M de Fosfato de
Sédio que podera corresponder a subunidade 3, no entanto apenas por Western-Blot
poderiamos confirmar este facto.

Comparando os 3 cromatogramas em que se utilizaram os mesmos sais, verifica-
se que a medida que as concentracBes aumentam ha uma maior retencdo das amostras.
Este aumento na retencdo das proteinas, deve-se sobretudo ao aumento da forga idnica
provocado pelo aumento das concentragdes, este aumento de forca idnica vai também
permitir um aumento da interac¢do das proteinas com a matriz, dai aumentar o tempo de
retencao.
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4.1.2 Sulfato de Amonio e Sulfato de Sodio

Por ultimo, foram efectuados ensaios cromatograficos com a mistura de sais,
Sulfato de Amonio com Sulfato de Sédio.
Realizou-se 0 ensaio na coluna, gréafico 5, e a concentracdo de proteina era de

5,60 mg/mL, determinada pelo método de Bradford.
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Grafico 9 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+ 1M
S.S,0,5M S.A. +0,5M S.S. e de tampao fosfato 0,1M, (pH 7,4).

150 kDa 2=
102 kDa

52 kDa

Figura 40 — Analise das diferentes frac¢bes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas ap6s eluicdo com1M S.A. + 1M S.S.,,056M S.A. +0,5M S.S.e 0 M
S.A.+0MS.S..

Pela anédlise do SDS-PAGE verificou-se que a proteina de interesse foi eluida
com OM de Sulfato de Amoénio + OM Sulfato de Sodio. No entanto, ndo é eluida a

proteina de interesse com 1M de Sulfato de Amoénio + 1 M Sulfato de Sodio e 0.5 M de
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Sulfato de Amonio + 0,5 M de Sulfato de Sodio. De notar ainda a presenca de uma
banda mais intensa (~ 52kDa) na eluicdo com 1M de Sulfato de Amonio + 0,5 M de
Sulfato de So6dio que podera corresponder a subunidade B3, no entanto apenas por
Western-Blot poderiamos confirmar estes factos.

Repetiu-se 0 ensaio, iniciando o estudo anterior, desta vez, com um tampao com
menor concentracdo de sal, isto é, com 0,8M de Sulfato de Sodio, com o intuito de
verificar se alguma proteina era eluida com concentracbes mais baixas de Sulfato de

Sodio, a concentracdo de proteina era de 5,60 mg/mL.
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Gréfico 10 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+
0,8M S.S, 0,5M S.A. +0,4M S.S. , e de tampado fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 41 — Analise das diferentes frac¢fes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas apos eluicdo com1M S.A. + 0,8M S.S.,05M S.A. +0,4M S.S. e 0
MS.A.+0OMS.S..

Pela anédlise do SDS-PAGE verificou-se que a proteina de interesse foi eluida

com OM de Sulfato de Amoénio + OM Sulfato de Sédio. No entanto, ndo é eluida a
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proteina de interesse com 1M de Sulfato de Amonio + 0,8 M Sulfato de Sédio e 0.5 M
de Sulfato de Amonio + 0,4 M de Sulfato de Sodio. De notar ainda a presenca de uma
banda mais intensa (~ 52kDa) na eluicdo com 1M de Sulfato de Amonio + 0,4 M de
Sulfato de Sodio que podera corresponder a subunidade 3, no entanto apenas por
Western-Blot poderiamos confirmar estes factos.

Realizou-se ainda outro ensaio, com um tampao com menor concentracgao de sal,
isto é, com 0,5M de Sulfato de Sddio, com o intuito de verificar se alguma proteina era

eluida com concentragGes mais baixas de Sulfato de Sodio, a concentragdo de proteina

era de 5,60 mg/mL.
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Grafico 11 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+
0,5M S.S,0,5M S.A. +0, 25 M S.S. e de tampdo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 42 — Analise das diferentes frac¢Ges obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2, 3-
amostras recolhidas apos elui¢do com1M S.A. + 0,5M S.S., 05M S.A. + 0,25 M S.S. e
0OMS.A. +0MSS..

70



Capitulo IV Resultados e Discussao

Pela analise do SDS-PAGE verificou-se o aparecimento de uma banda com um
peso molecular de aproximadamente 190 kDa, que se julga corresponder & subunidade
oz que foi eluida com OM de Sulfato de Amoénio + 0 M Sulfato de Sodio e com 0.5M de
Sulfato de Amonio + 0.25 M Sulfato de Sodio. No entanto, ndo € eluida a proteina de
interesse com 1M de Sulfato de Amoénio + 0,5 M Sulfato de Sodio. De notar ainda a
presenca de uma banda mais intensa (~ 52kDa) na eluicdo com 1M de Sulfato de
Amonio + 0,5 M de Sulfato de Sodio e 0,5M de Sulfato de Aménio + 0,25 M de Sulfato
de Sadio que podera corresponder a subunidade B3, no entanto apenas por Western-Blot
poderiamos confirmar estes factos.

Comparando os 3 cromatogramas em que se utilizaram os mesmos sais, verifica-
se que a medida que as concentragcdes aumentam ha uma maior retencdo das amostras.
Este aumento na retencdo das proteinas, deve-se sobretudo ao aumento da forca ionica
provocado pelo aumento das concentracfes, este aumento de forca ionica vai também
permitir um aumento da interaccao das proteinas com a matriz, dai aumentar o tempo de

retencéo.
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5. Ensaio no FPLC

Sulfato de Aménio 1M + Citrato de S6dio 0,8M
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Gréfico 12 — Gradiente por passos na matriz Epoxy-Sepharose de 1M S.A.+
0,8M C.S, 0,5M S.A. + 0,4 M C.S. e de tampéo fosfato 0,1M, (pH 7,4).
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Figura 43 — Andlise das diferentes frac¢Oes obtidas na cromatografia em que foi
utilizado como adsorvente uma coluna de Epoxy-Sepharose por SDS PAGE; 1, 2-
amostras recolhidas apds eluicdo 0.5M S.A.+0,4MC.S.e0OMS.A. + OM C.S..

Pela andlise do SDS-PAGE ndo se verificou o aparecimento de uma banda com o
peso molecular correspondente da proteina de interesse logo pode-se concluir que esta
ndo foi eluida com OM de Sulfato de Amdnio + 0 M Citrato de S6dio e com 0.5M de
Sulfato de Aménio + 0.25 M Sulfato de Sodio. No entanto é de notar a presenca de uma
banda mais intensa (~ 52kDa) na eluicdo com OM de Sulfato de Amonio + 0 M de
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Citrato de Sodio que podera corresponder a subunidade B3, no entanto apenas por

Western-Blot poderiamos confirmar estes factos.
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V. Conclusao

Neste trabalho, pretendeu-se purificar os canais de célcio a partir de células do
masculo vascular liso humanas, para tal foi necessario optimizar o processo de
purificacdo dos canais de calcio membranares.

No processo de imunofluorescéncia verificou-se a existéncia de canais de calcio
na CMVL. A partir desta evidéncia realizaram-se um conjunto de ensaios que tiveram
como objectivo isolar a subunidade a;c dos canais de célcio tipo L.

Para efectuar os ensaios de HIC comecou por se precipitar a proteina com
sulfato de amdnio. Assim, sendo, e no seguimento do objectivo deste trabalho, aplicou-
se 0 precipitado, dissolvido em tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4, numa fase inicial
em mini-colunas e numa fase posterior em FPLC.

Apds os ensaios em mini-colunas, verificou-se que a mistura de sais com a
concentracdo de 1M de Sulfato de amonio e 0,8 M de Citrato de sodio, era a que separa
ndo sé de modo mais eficiente os canais de calcio mas também com maior selectividade
qguando comparada com as restantes misturas de sais.

No entanto nas electroforeses SDS-PAGE realizadas surgem bandas com
diferentes pesos moleculares a 105 kDa e no intervalo de 105 kDa a 250 kDa, o que
pode sugerir a existéncia de subunidades agrupadas, ou por outro lado, a presenca da
subunidade op. Foram também visualizadas subunidades com pesos moleculares entre
0s 15 kDa e os 75 kDa, possivelmente as subunidades y (30 kDa) ¢ & (27-23 kDa).

Os resultados obtidos na electroforese SDS-PAGE estdo de acordo com Vvarios
estudos publicados na literatura, Borsotto e os seus colaboradores em 1985, detectaram
a presenca de uma proteina com um peso molecular de 105 kDa, ndo a tendo
identificado como uma subunidade dos canais de calcio tipo L, podendo ser o resultado
de uma associacdo de subunidades dos mesmos canais, ou mesmo da degradacdo de
subunidades (Borsotto et al., 1985).

Murata em 2001, isolou canais de calcio de musculo esquelético de coelho,
identificando 6 subunidades (ol (170 kDa), a2 (150 kDa), B (55 kDa) e v (30 kDa) e
duas isoformas o (61 (27 kDa) e 82 (23 kDa)) em condi¢des nao nativas (Murata et al.,
2001). Serysheva, em 2002, obteve resultados semelhantes a Murata, com canais de

calcio isolados de musculo esquelético de coelho (Serysheva, 2002). Wolf e os seus
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colaboradores em 2003, também observaram cinco subunidades do masculo esquelético
de coelho, apds a realizacao de electroforeses SDS-PAGE (Wolf et al., 2003).

Com a electroforese PAGE, encontraram-se algumas bandas, logo pode-se
concluir que as subunidades, podem estar separadas.

O estudo prosseguiu em FPLC, com uma coluna de Epoxy-Sepharose, onde se
verificou que, aplicando um gradiente linear de uma mistura de sais 1M Sulfato de
amonio mais 0,8M de citrato de sddio, se obtinha um pico mais elevado quando a
concentracdo da mistura era nula, ou seja, OM de Sulfato de aménio mais OM de citrato
de sddio. Posteriormente, por SDS-PAGE constatou-se o0 aparecimento de uma banda de
baixo peso molecular (~ 52kDa) ndo correspondendo ao peso molecular da proteina de
interesse. O facto de ndo se identificar a proteina de interesse no gel de electroforese
pode dever-se a desnaturacdo da proteina ou a fragmentacdo provocadas pelas
condicdes da cromatografia.

As fracgdes obtidas por HIC vao futuramente ser filtradas por cromatografia de
filtracdo em gel. Apds a obtengdo dos canais de célcio tipo L, poder-se-&4 determinar a
estrutura destes canais por criomicroscopia electronica. Ap6s a determinacdo da
estrutura sera possivel realizar estudos de ligacdo com diferentes ligandos, activadores
ou inibidores dos canais de Ca®" tipo L, permitindo num futuro préximo desenhar novos
farmacos que possibilitem o tratamento de vérias doencas como por exemplo, doengas
cardiovasculares.

Assim sendo como perspectivas futuras e no seguimento dos ensaios ja
realizados, os estudos a efectuar poderdo incidir nos seguintes aspectos:

- Realizacdo dos Western-Blot das fraccdes recolhidas na cromatografia com as
restantes misturas de sais estudadas;

- Utilizar o anticorpo da subunidade B3 na realizacdo do Western-Blot;

- Aperfeigoar as condigdes da cromatografia de afinidade.
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1. Reagentes

Os reagentes utilizados estdo descritos nas tabelas apresentadas em anexo.

2. Equipamento utilizado

Para além do material de corrente, foram utilizados os seguintes equipamentos:

2.1 Sistema de cromatografia

Foi utilizado o sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) da
Amersham Pharmacia Biotech, para a realizacdo da cromatografia de interacgédo
hidrofébica e que é constituido pelos seguintes componentes:

- Colector de fracgdes, modelo FRAC-100;

- Colunas da Amersham Biosciences, modelo XK 16;

- Controlador LCC-500;

- Detector de condutividade;

- Detector de ultravioleta, modelo UV-1 (280 nm);

- Duas bombas P-500;

- Registador (modelo REC-112);

Figura 44 — Sistema cromatografico FPLC
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2.2 Sistema de electroforese

O sistema de electroforese utilizado é constituido por uma unidade vertical
Hoefer, modelo SE 250, com uma fonte de alimentagdo modelo EPX 600, ambos da
Amersham Pharmacia Biotech e um estabilizador de corrente da Sarrat, modelo ELT
2000.

Figura 45 — Sistema de electroforese

2.3 Espectrofotometro

O espectrofotdmetro Ultrospec 300 Pharmacia Biotech foi utilizado para leitura
de absorvancia, o que permitiu determinar a concentracdo da amostra pelo método de
Bradford e permitiu também desenhar os cromatogramas com as aliquotas recolhidas

nas mini-colunas.

2.4 Sistema de electrotransferéncia

O sistema de electrotransferéncia é constituido por um sistema Trans-blot cell
(Biorad), com um banho de refrigeracdo Multitemp Il Thermostatic Circulator
(Pharmacia Biotech), uma fonte de alimentacdo da Amersham Biosciences, modelo EPS
A200 e um estabilizador de corrente da Sarrat, modelo ELT 2000.
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2.5 Equipamento diverso que foi utilizado

- Agitador de vortice Heidolph, modelo Reax 2000;

- Agitadores magnéticos;

- Balanga analitica Metler Toledo, modelo AG 204;

- Centricons da marca vivascience e modelo 10000 MWCO;

- Centrifuga Sigma 3-18, Sartorius;

- Medidor de pH Metrohm, modelo 620, com um eléctrodo combinado de vidro
Metrohm;

- Micropipetas automaticas eppendorf;

- Placas de aquecimento com sistema de agitacdo magnetica (60-160 ro/min. e
temperatura maxima de 350 °C (P. Selecta, modelo Agimatic-E);

- Sonicador — ultra-sons: Transsonic 570/ H Elma;

- Unidades Sarsted para filtragdo em vacuo, de 0,22 pm;

- Homogeneizador da Ika-Werde (Ultra-turrax, modelo 25 basic);

- Ultracentrifuga Beckman Coulter (Optime, modelo Le-80K).

2.6 Preparacao de solucdes

Tabela 1 — Reagentes e modo de preparacdo da solucéo de PSS concentrado.

Concentracéo Quantidade Marca de
Solugéo Volume (mL)
(mg/mL) (gr.) reagentes

EDTA
(100mM)
KCI (1 M) - Sigma
HEPES (1M) - Sigma

Sigma

MgCl, 0,4066 Merck
NaHCO; 0,8401 Sigma
KH,;PO, 0,0680 Merck
NaH,PO, 0,0600 Merck

Glicose 1,8016 Sigma

H20 Perfazeraté 1 L
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Tabela 2 — Reagentes e modo de preparagéo da solucdo de PSS diluido.

5 Concentragao Marca dos
Solucéo Volume (ml)
(mg/ml) reagentes

PSS concentrado - 100 -
NaCl (1 M) 110 110 Panreac
CaCl, (1 M) 0,16 0,16 Sigma

H,O Perfazer ate 1 L

Tabela 3 — Composicdo da mistura de antibidtico-antimicotico

Solucéo Marca dos reagentes

Penicilina (1000U)
Estreptomicina (10 mg) Sigma

Anfotericina (25 mg)
H,0 20 ml e aliquotar

Tabela 4 — Reagentes e modo de preparacdo da solucdo de antiproteases.

Solucéo Quantidades (mg) Marca dos reagentes

Pefabloe Se 6

Leupeptina 0,1125 _
. Sigma
Benzamidina 6,5

Inibidor de Tripsina 2,5

PSS diluido Dissolve-se em 1 mL e filtra-se
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Tabela 5 — Reagentes e modo de preparagcdo das solucbes para o processo de
cromatografia de interaccdo hidrofobica em mini-colunas (exemplo).

Solucéo Reagentes Preparacéao Marca dos reagentes

Hidrogenofosfato de
Tampéo Fosfato o ) 20,750 g/mol
_ sodio pentahidratado _
de Sdédio, 0,1 M, o Sigma
Dihidrogenosfosfato
pH 7,4 (Vi=1L) o 3,526 g/mol
de sodio dihidratado
Solucéo de Citrato de Sodio 73.525¢
Sulfato 1 M + Sulfato de Amonio 33,0359
Citrato de Sodio Tampdo fosfato de Perfazer até 250
1M sodio, 0,1 M, pH 7,4 mL
Solucéo de Citrato de Sodio 36.762 g
Sulfato 1 M + Sulfato de Aménio 16,518 ¢
Citrato de Sodio Tampdo fosfato de Perfazer até 500

0,5M sodio, 0,1 M, pH 7,4 mL

Tabela 6 — Composicdo dos géis de electroforese e volumes a pipetar para a sua
preparacgao
Marca dos

Reagentes Volumes a pipetar
reagentes

Gel de migracéo Gel de concentracéo
(12%) (4%)
Acrilamida (30%0) 6 mL 1,25 mL Biorad
Tris-HCI 1,5M; pH 8.8 7,5 mL - Aldrich

Tris-HCI 0,5M; pH 6.8 - 1,25 mL Aldrich
SDS 10% 0,2 mL 1mL Sigma-Aldrich
H,0 desmineralizada 5,85 mL 7,2mL
PSA 10% 0,3mL 0,2 mL Aldrich
TEMED 15 L 15 uL Aldrich
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Tabela 7 — Reagentes e modo de preparacdo de cada uma das solucdes necesséarias para
preparar 0s géis de electroforese.

Marca dos

Solucéo Reagentes

Preparacdo
reagentes

SDS 19 Sigma-Aldrich

H.0 Perfazer até um volume final de 10 mL

Tris 7,3 mg Aldrich
HCI (4N) Acertar o pH 8.8 Merck

SDS 10%

Solucéo Tris-HCI
1,5M, pH 8.8

H.O

] Tris
Solucédo Tris-HCI

0,5M, pH 6.8

HCI (4N)

H.0
PSA
H.O

PSA 10%

Perfazer até 10mL
0,6 mg Aldrich
Acertar o pH 8.8 Merck
Perfazer até 10mL
0,19 Aldrich
1mL -

Tabela 8 — Reagentes e modo de preparacdo do tampéo de reducdo do SDS-PAGE.

Reagentes

Preparacéo

Tris-HCI pH 6.8
SDS 10%
Glicerol
2-mercaptoetanol
Azul de bromofenol
H,O

2,5mL (tabela anterior)

Sigma-Aldrich

Sigma

0,2 mL Sigma
0,2 mg Sigma

Perfazer até 10 ml

Tabela 9 — Reagentes e modo de preparacdo do tampéo de migracdo de SDS-PAGE

Reagentes

Preparacéao

Tris
Glicina
SDS
H,O

Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich

Perfazer até 2 L

Marca dos Reagentes

Marca dos Reagentes
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Tabela 10 — Reagentes e modo de preparacdo para as solugbes de coloracéo,
descoloracéo | e descoloracdo Il para os géis de SDS-PAGE.

Solucbes

Reagentes

_ Marca dos
Preparacao
Reagentes

Azul de Coomassie R-250

Solucéo de
coloracéo

Metanol

Sigma
62,5 mg

100 mL Pronalab

Manter em agitacdo até dissolver

Acido acético glaciar 99%

Solucéo de
descoloragéo |

Solucéo de

descoloracéo 11

H,O
Metanol

Acido acético glaciar 99%

H.O

Metanol

Acido acético glaciar 99%

H.0

17,5 mL Fluka
Perfazer até 250 mL
80 mL Pronalab
14 mL Fluka
Perfazer até 250 mL
12,5 mL Pronalab
17,5 mL Fluka
Perfazer até 250 mL

Tabela 11 — Reagentes e modo de preparacdo das solucbes para a diluicdo dos
anticorpos primario e secundario.

Solucbes

Reagentes

5 Marca dos
Preparacao
Reagentes

Anticorpos
primarios
(diluicao 1/250)

Vi=5mL/membrana

Anticorpo

secundario
(diluicao 1/10000)

V=5mL/membrana

Leite em po
TBS (10X)
Tween 20
Azida de sddio (0,2%)
Anticorpo
H,O
Leite em pd
TBS (10X)
Tween 20
Azida de sodio (0,2%)
Anticorpo
H,O

0,059
0,5mL
5uL Amresco
25 uL
20 uL
Perfazer até 5 mL
0,05¢g
0,5mL
5uL Amresco
25ul

Regilait

Panreac

Sigma

Regilait

Panreac

2 ul Sigma

Perfazer até 5 mL
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Tabela 12 — Reagentes e modo de preparacao das solugdes utilizadas no Western-Blot

Solucgbes

Reagentes

5 Marca dos
Preparacao
Reagentes

Stock de CAPS 10X

Tampéo de

Electrotransferéncia

Solugdo TBS 10X

Solucéo de
Lavagem (Solucéo
TBS-T 0,5% de
leite)

Solucéo de bloqueio
(Solucéo TBS-T 5%
de leite)

Solucéo TBS-T sem

leite

CAPS (100mM)
NaOH (10M)
CAPS 10X
H,O
Tris (200 mM)
NaCl (1,37 M)

HCI (1M)

H,O
Leite em pd
TBS 10X
Tween 20 (0,1%)
H,O

Leite em po

TBS 0,1%
Tween 20 (0,1%)
H,O
TBS 10X
Tween 20 (0,1%)
H,O

pH 11 (=7,5mL)

22,19 Sigma
Sigma
200 mL

Perfazer até 2 L

Panreac

24,2 g

80g¢g Panreac

Ate pH=7,6

Merck
(=38mL)

Perfazerate 1 L
59 Regilait
100 mL
1mL Amresco
Perfazerate 1 L
5 Regilait
100 mL
0,1 mL Amresco
Perfazer até 100 mL
100 mL
1mL Amresco

Perfazer até 1 L

Riedel de Haen
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Tabela 13 — Reagentes e modo de preparacdo de reagentes para 0 método de

Coomassie.

Reagentes Preparacéao Marca dos Reagentes

Azul Brilhante de Coomassie
G-250
Etanol Absoluto 50 mL Sigma
Acido ortofosforico a 85% 100 mL Merck

Dissolver bem

3990 Sigma

H,0 Perfazer até quase 1L
Envolver o baldo com papel de aluminio (pois o reagente de Coomassie é fotossensivel)
e colocar em agitacdo (durante a noite). Perfazer o volume 1 L com H,0O e filtrar a solugéo

para um frasco escuro (também envolto em papel de aluminio) usando 1 filtro.

Tabela 14 — Parametros usados no processo de HIC em FPLC

Parametros Valores

Volume de Amostra 500uL
Caudal 1 mL/min
Velocidade do papel 0,25 cm/min
Sensibilidade 0,2
Tampéo Fosfato de Sodio, 0,1M, pH 7,4

Resolucéo 280nm
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