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RESUMO 

 

VITALE P. A.M. Trocadores de Na+/Ca2+: Relação entre estrutura e função. 

2020. Tese (Doutorado) (186p) - Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. 

Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Aproximadamente 30% dos genes de organismos eucarióticos e 

procarióticos codificam para proteínas de membrana, e aproximadamente 60% 

dos alvos para o desenvolvimento de novas drogas são proteínas de membrana. 

Apesar disso, as proteínas de membrana correspondem a apenas cerca de 3% 

das estruturas depositadas no PDB. Os trocadores de Na+/Ca2+ (NCX) são 

proteínas de membrana absolutamente essenciais para a manutenção da 

homeostase de Ca2+ em diferentes tipos de células. Eles são formados por 10 

hélices transmembranares e uma grande alça citoplasmática. O domínio 

transmembranar é responsável pelo transporte de Na+ e Ca2+ através da 

bicamada lipídica, enquanto a alça intracelular é responsável pela regulação 

alostérica do trocador por Ca2+ intracelular: a ligação de Ca2+ em dois domínios 

sensores (CBD1 e CBD2) ativa os NCX. Por combinarem domínios 

transmembranares e globulares conectados por linkers flexíveis, os NCX 

apresentam um caráter multifacetado, o que torna a sua caracterização 

estrutural ainda mais difícil. De fato, apesar da reconhecida importância 

fisiológica, pouco se conhece sobre a estrutura tridimensional dos NCX 

eucarióticos, e o mecanismo de regulação alostérica permanece pouco 

compreendido. Nesta tese adotamos o trocador de Drosophila, CALX, como 

modelo para estudar a estrutura e o mecanismo de regulação alostérica dos 

trocadores NCX por Ca2+ intracelular. CALX apresenta regulação anômala 

porque é inibido ao invés de ser ativado por Ca2+ intracelular. Por outro lado, 

enquanto a ligação de Ca2+ em CBD2 é importante para a regulação alostérica 

dos NCX, a regulação alostérica do CALX depende exclusivamente da ligação 

de Ca2+ em CBD1. Para investigar o mecanismo de regulação por Ca2+ 

intracelular, desenhamos e investigamos por RMN a dinâmica de um mutante do 

domínio sensor de Ca2+, que contém um linker flexível entre CBD1 e CBD2. 

Observamos que o linker efetivamente desacoplou a dinâmica entre os dois 

CBDs, sem afetar significativamente a afinidade por Ca2+. Caracterizamos a 

atividade dos trocadores NCX e CALX, em células eucarióticas usando técnicas 

de imageamento de Ca2+. E implementamos um protocolo para a expressão e 

purificação do trocador Na+/Ca2+ de Methanococcus janaschii (NCX-Mj), 

isotopicamente enriquecido com 15N, para estudos de RMN em solução. De 

forma geral, os resultados apresentados nessa tese abrem caminho para a 

realização de estudos de correlação entre estrutura e função do CALX, e para o 

estudo do NCX-Mj incorporado em micelas de detergente por RMN em solução. 

  



 
 

 

Palavras-chave:  Trocadores de Na+/Ca2+, espectroscopia de Ressonância 

Magnética Nuclear, biologia estrutural, transportadores de membrana 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

VITALE P.A.M. Na+/Ca2+ exchangers: Relationship between structure and 

function. 2020. Thesis (Doctorate) (186p) - Graduate Program in Biochemistry . 

Institute of Chemistry, University of São Paulo, São Paulo. 

Approximately 30% of the genes from eukaryotic and prokaryotic 

organisms encode membrane proteins, and approximately 60% of the targets for 

new drug development are membrane proteins. Despite this, membrane proteins 

account for only about 3% of all structures deposited in the PDB. Na+/Ca2+ 

exchangers (NCX) are absolutely essential membrane proteins. They play a key 

role in the maintenance of Ca2+ homeostasis in different types of cells. The NCX 

are formed by 10 transmembrane helices and a large cytoplasmic loop. The 

transmembrane domain is responsible for the transport of Na+ and Ca2+ through 

the lipid bilayer, while the intracellular loop is responsible for the allosteric 

regulation of the exchanger by intracellular Ca2+: binding of Ca2+ in a two-domain 

sensor (CBD12, formed by subdomains CBD1 and CBD2) activates the NCX. 

The NCX combine a transmembrane domain with globular domains connected 

by flexible linkers. This multifaceted character makes the NCX structure 

characterization a difficult task. Despite their recognized physiological 

importance, little is known about the three-dimensional structure of the eukaryotic 

NCX, and the mechanism of allosteric regulation remains poorly understood.  In 

this thesis we adopted the exchanger from Drosophila, CALX, as a model system 

to study the structure and the allosteric regulation mechanism of the eukaryotic 

NCX. CALX displays anomalous regulation because it is inhibited instead of being 

activated by Ca2+. In contrast, while Ca2+-binding to CBD2 plays a role in the NCX 

Ca2+-regulation mechanism, CALX Ca2+ regulation depends only on Ca2+ binding 

to CBD1. To investigate the NCX Ca2+-regulation mechanism, we designed and 

investigated the dynamics of a mutant CBD12, containing a flexible linker 

between CBD1 and CBD2. NMR data indicated that the linker decoupled the 

dynamics of the two subdomains, while calorimetry data indicated that Ca2+ 

affinity was not significantly altered by the presence of the linker. The functionality 

of the NCX and the CALX in eukaryotic cells was examined by Ca2+-imaging. We 

also developed a protocol for 15N  isotopic enrichment of the NCX from 

Methanococcus janaschii (NCX-Mj). Overall these results open the way to carry 

out structure-function studies of the CALX, and to investigate the NCX-Mj 

structure and dynamics using solution NMR spectroscopy.  

 

Keywords: Na+/Ca2+ exchangers, Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy, 

structural biology, membrane transporters 
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1. Introdução  
 

1.1 Homeostase celular de Ca2+  

 

Entende–se por homeostasia o equilíbrio dinâmico de diversos 

parâmetros como a estabilidade da concentração de diferentes espécies 

químicas, como íons H+, Ca2+, Na+, K+ e Cl-, metabolitos como a adenosina 

trifosfato (ATP), entre outros, cuja concentração é mantida dentro de uma faixa 

estreita e adequada ao bom funcionamento celular. Consequentemente, a 

homeostasia refere-se também à manutenção do pH, potencial de membrana, e 

volume celular (ROMERO, 2004). Caso a homeostasia seja perdida, a célula 

poderá apresentar disfunções que resultarão na sua desorganização e inevitável 

morte (ROMERO, 2004). 

Neste contexto, o íon Ca2+ desempenha um dos papéis mais importantes 

para a manutenção da vida celular. Suas funções estão relacionadas, mas não 

limitadas, à transmissão de mensagens no citoplasma como segundo 

mensageiro, transmissão de mensagens extracelulares via liberação de 

hormônios e neurotransmissores, regulação alostérica de enzimas envolvidas 

em processos como proliferação celular, apoptose (morte celular programada), 

entre outros  (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; HAJNÓCZKY; 

DAVIES; MADESH, 2003). Assim, falhas na regulação dos níveis de Ca2+ 

intracelular e extracelular estão associadas a diversas enfermidades como 

cardiomiopatias, neoplasias e doenças neurodegenerativas (GRIENBERGER; 

KONNERTH, 2012; HAJNÓCZKY; DAVIES; MADESH, 2003; MARAMBAUD; 

DRESES-WERRINGLOER; VINGTDEUX, 2009; MARCHI, 2016).  

A esfera de coordenação do Ca2+ é particularmente diferente da de outros 

íons, aceitando uma geometria de ligação irregular, com número de coordenação 

variável (normalmente são 6 a 8 ligações de coordenação, mas pode chegar a 

8), e ângulos e distâncias de ligação variáveis (CARAFOLI; KREBS, 2016). Em 

geral, em proteínas, Ca2+ é coordenado de forma monodentada ou bidentada 

pelo oxigênio de cadeias laterais de (Asp, Glu,  Asn, Gln, Ser, Thr) e pela 

carbonila da cadeia principal (Gly e outros), resultando em uma configuração de 
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bipirâmide pentagonal (Figura 1) (PIDCOCK; MOORE, 2001,CARAFOLI; 

KREBS, 2016). Estas características contrastam com as características do Mg2+ 

que, em virtude do menor raio iônico e menor polarizabilidade, apresenta número 

de coordenação fixo em seis ligantes e geometria octaédrica (Figura 1) (BRINI 

et al., 2013) . 

 

 

 

Figura 1: Coordenação de Ca2+ e Mg2+ em um motivo EF-hand. Esquema baseado 
no artigo de (BRINI et al., 2013) 

 

 As proteínas que ligam Ca2+ são classificadas em dois grandes grupos: 

as que tem a função de tamponamento e/ou sensor, e as proteínas de 

membrana. Estas últimas atuam no transporte de Ca2+ para dentro e fora da 

célula. Em seguida farei uma breve descrição dos principais membros destes 

dois grupos. 
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1.1.1 Motivos de ligação a Ca2+ 

1.1.1.2 Membros da família EF-hand 
 

 Motivos EF-hand são formados por aproximadamente 30 amino ácidos 

divididos em duas -hélices separadas por um loop. Motivos EF-hand ligam Ca2+ 

com alta afinidade. O primeiro membro da família EF-hand a ser cristalizado foi 

a parvalbumina, que foi cristalizada por Kretsinger e Nockolds em 1972 (Figura 

2 ) (KRETSINGER et al., 1972, 1988).  

 

 

Figura 2 Estrutura cristalográfica da parvalbumina Destacado em azul e 

laranja os dois motivos EF-Hand da parvalbumina (PDB: 4CPV) (VD; L; BF, 

1990). 

 

O motivo EF-hand é altamente conservado em diversas proteínas 

responsáveis pela ligação de Ca2+ intracelular. Frequentemente, uma mesma 

proteína apresenta diversas copias deste motivo por duplicação gênica 

(MONCRIEF; KRETSINGER; GOODMAN, 1990). Alguns exemplos importantes 

desta classe de proteínas que ligam cálcio são a STIM2 (Stromal interaction 

moleculer), a calmodulina, a recoverina, a S-100 e a troponina C.  

A calmodulina (CaM) atua como sinalizador intracelular de Ca2+, e pode 

interagir diretamente com diversos alvo intracelulares como proteínas quinase e 

fosfatases (CHIN; MEANS, 2000). A CaM contém aproximadamente 140 

resíduos divididos em dois domínios simétricos e globulares, cada um contendo 
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dois motivos EF-hand (BABU; BUGG; COOK, 1988). A ligação de Ca2+ à CaM 

gera duas grandes mudanças, a primeira consiste na exposição de segmentos 

hidrofóbicos (Figura 3), e a segunda consiste na redução global da flexibilidade 

do linker entre os dois domínios de ligação a Ca2+, que se enovela formando uma 

longa alfa-hélice. Estes dois efeitos são essenciais para a interação da CaM com 

diversos alvos intracelulares (CHIN; MEANS, 2000; MARSHALL et al., 2015; 

TRIPATHI; PORTMAN, 2009). 

 

 

Figura 3 - A ligação de Ca2+ à calmodulina gera grandes mudanças, a primeira 
consiste na exposição de segmentos hidrofóbicos. A estrutura mostrada à esquerda 
(PDB  1CFD), mostra CaM na ausência de cálcio, e a estrutura à direita, (PDB 1CLL), 
mostra CaM ligada a quatro íons Ca2+. Em azul os resíduos hidrofílicos e em vermelhos 
resíduos hidrofóbicos. 

 

1.1.1.3 Proteínas com EF -hands 
 

STIMs (Stromal interaction molecules) são um grupo de proteínas da 

membrana do retículo endoplasmático (ER) que detectam o nível de Ca2+ e 

ajudam na manutenção da homeostasia de Ca2+ no lúmen do ER (LIOU et al., 

2005). A regulação dos níveis de níveis de Ca2+ no ER pelas STIMs é crucial 

para uma resposta rápida do ponto de vista de sinalização celular, para a 

manutenção da estabilidade da estrutura e tráfico de proteínas pelo ER, 
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(SOBOLOFF et al., 2012).  Pequenas variações dos níveis de Ca2+ no ER são 

percebidas pelas STIMs, que se deslocam para a membrana plasmática 

interagindo diretamente com os canais Orai, que, por sua vez, são responsáveis 

pela entrada de Ca2+ do meio extracelular para o citoplasma. A localização deste 

processo na membrana é crucial para o controle da resposta celular de longo 

prazo (horas e/ou dias) (CAI, 2007). 

As STIMs são sensíveis a mudanças da concentração de Ca2+ no lúmen 

do ER, pois possuem afinidade 3 ordens de magnitude menor do que a afinidade 

da CaM e dos motivos EF-hand canônicos por Ca2+ intracelular. Esta afinidade 

diferente é devida à presença de um par de motivos EF-hand, um canônico e 

outro não canônico, em que os aminoácidos críticos para a coordenação de Ca2+ 

foram substituídos (glicina por lisina) consequentemente as STIMs respondem 

apenas a altas concentrações de Ca2+ intracelular (CARAFOLI; KREBS, 2016).  

 

 

Figura 4 - Arquitetura de uma proteína STIM. SP: signal peptide; cEF: canonical EF-

hand; nEF: non-canonical EF-hand; SAM: sterile -motif; CC: coiled coil; S/P Rich: 
região rica em prolinas e serinas; K Rich: região rica em lisinas. Esquema baseado no 
artigo de MARSHALL et al., 2015. 

 

1.1.1.3 Anexinas  
 

De forma análoga à PKC, as anexinas de Ca2+ são proteínas que 

necessitam da presença de Ca2+ para interagir com os fosfolipídios da 

membrana (RAYNAL; POLLARD, 1994). No entanto, ao invés de ligar Ca2+ 

através de motivos C2, as anexinas possuem motivos de duas alfa-hélices 

separadas por uma alça, que são semelhantes aos motivos EF-hand. As 

anexinas estão envolvidas em diversos processo celulares, como a formação de 

canais, recrutamento de proteínas à membrana citoplasmática (anexinas são 

proteínas adaptadoras), endocitose e exocitose (GERKE; MOSS, 2002). Existem 

diversas anexinas diferentes, que variam a nível de sequência e no comprimento 

do domínio N-terminal, que pode corresponder a uma cauda curta de 11 a 19 

resíduos (anexinas 3, 4, 5, 6, 10, 12, 13), de 33 a 42 resíduos (anexinas 1 e 2, 

respectivamente), até caudas longas com mais de 100 resíduos (anexinas 7 e 
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11). O domínio C-terminal geralmente é conservado (ROSENGARTH; GERKE; 

LUECKE, 2001). O domínio central da maioria das anexinas é composto por 

quatro unidades de repetição, cada qual contendo cinco -hélices (A, B, C, D e 

E) (Figura 5) separadas por segmentos de tamanhos variados, sendo que as 

alças AB (Tipo II), DE (tipo III) e AB (Tipo I) formam três sítios de Ca2+ diferentes 

(ROSENGARTH; GERKE; LUECKE, 2001; ROSENGARTH; LUECKE, 2003), 

sendo possível a ligação de até 12 íons Ca2+ (PATEL et al., 

2001,ROSENGARTH; LUECKE, 2003). O sítio tipo II (alça AB) é caracterizado 

pela sequência (M/L)KG(A/L)GT na alça de ligação de Ca2+, no caso do sítio tipo 

III (alça DE) a coordenação de Ca2+ é realizada por duas carbonilas presentes 

na base da alça DE sem qualquer tipo de conservação na sequência (CONCHA 

et al., 1993, FILIPENKO; WAISMAN, 2001) . No caso do sítio do tipo I a carbonila 

da cadeia principal que participa da ligação está a jusante da sequência 

conservada para a alça AB e a cadeia lateral de um resíduo ácido. Moléculas de 

água completam a esfera de coordenação de Ca2+ (ROSENGARTH; LUECKE, 

2003).  

 

Figura 5 – Intereação da anexinas com Ca2+. A) Estrutura cristalografica da 
anexina dependente de Ca2+ de Sus scrofa ( Javali). Cores diferentes foram 
escolhidas para destacar as quatro repetições de anexina. Repetição I (vermelho), 
repetição II ( roxo), repetição III (ciano), repetição IV ( amarelo). PDB: 1MCX. B) Sítio 
do tipo I. Coordenação de  Ca2+ AB típico encontrado na repetição II da anexina  (PDB: 
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1MCX).C) Sítio do tipo II Coordenação de Ca2+ localizado na alça AB da repetição IV 
da anexina A1 de comprimento total. (código PDB: 1MCX) D) Sítio do tipo III. 
Coordenação do íon Ca2+ no loop DE da repetição III da anexina A5 (PDB: 1G5N). 

 

 A diferença entre as anexinas e as outras proteínas que coordenam Ca2+ 

em motivos EF-hand é o elevado número de moléculas de água que participam 

da coordenação de Ca2+ nas anexinas (ROSENGARTH; LUECKE, 2003; 

ROSENGARTH; LUECKE, 2011). Contudo, após a interação com a membrana, 

as moléculas de água na esfera de coordenação dos íons Ca2+ são substituídas 

por átomos de oxigênio dos fosfolipídios da membrana, aumentando assim a 

afinidade por Ca2+ (PATEL et al., 2001;ROSENGARTH; LUECKE, 2011). 
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1.1.1.4 Proteínas S100 
 

As proteínas S100 são uma família de proteínas que não podem ser 

fracionadas pois são solúveis em 100% de sulfato de amônio (MOORE, 1965). 

As proteínas S110 estão envolvidas em diversos processos celulares como 

transcrição, ciclo celular, crescimento celular, motilidade, diferenciação 

(DONATO, 2001). Desregulação da expressão das S100 leva a diferentes 

fenótipos patológicos, incluindo câncer (BRESNICK; WEBER; ZIMMER, 2015). 

As S100 são proteínas pequenas e geralmente contêm dois motivos EF-hand, 

um motivo canônico localizado na porção C-terminal, e outro não canônico na 

porção N-terminal. Em geral as proteínas S110 apresentam 4 -hélices por 

monômero, que são organizadas em um pacote de oito hélices como um 

homodímero em que o  EF-hand não canônico,  formado por duas hélices 

coordena Ca2+ através de 6 resíduos (Thr28, Ser30, Glu67, Asn69 Leu29, Val68) 

e apresenta baixa afinidade (Kd na faixa de micromolar) (POTTS et al., 1995 

,MÄLER; SASTRY; CHAZIN, 2002). A ligação de Ca2+ às proteínas S100 

provoca mudanças conformacionais como a exposição de segmentos 

hidrofóbicos e a redução global da flexibilidade do linker entre os domínios N-

terminal e C-terminal, cujos motivos EF-hand são muito diferentes entre si. O EF-

hand (canônico) do N-terminal sofre uma mudança pequena de conformação, 

enquanto a mudança no EF-hand (não-canônico) do C-terminal é maior em 

comparação  (MÄLER; SASTRY; CHAZIN, 2002; SASTRY et al., 1998). O pocket 

hidrofóbico que se forma após a ligação de Ca2+ nas proteínas S100 é muito 

superficial em comparação com a CaM, consequentemente o modo estrutural de 

interação e reconhecimento do alvo é fundamentalmente diferente entre as 

famílias S100 e CaM (Figura 6) (BHATTACHARYA; BUNICK; CHAZIN, 2004).  
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Figura 6  Mecanismos moleculares das interações das proteínas S100 . As 
proteínas S100 exercem seus efeitos biológicos ao mediar a atividade de outras 
proteínas, denominadas proteínas-alvo na presença ou ausência de Ca2+. A)  Na 
ausência de Ca2+ e na presença de uma proteína-alvo representada por um hexágono 
vermelho o efeito biológico ocorre. B) Com o aumento da concentração de Ca2+ a 
primeira proteína-alvo perde a afinidade pela S100 deixando de exercer sua atividade 
biológica. C) No momento que os níveis de Ca2+ (representado por círculo verde) 
atingem concentrações mínimas ocorre a ligação às proteínas S100. D) Na forma ligada 
a Ca2+ e na presença de uma proteína-alvo representada por um cilindro azul o efeito 
biológico ocorre. Esquema baseado no artigo de (DANNA B; PATTI; DAVID J, 2003) 
 

1.1.1.5 Domínios C2 
 

Os domínios C2 foram identificados inicialmente na proteína quinase C 

(PKC) (NISHIZUKA, 1988). A primeira estrutura cristalográfica de um domínio 

C2 foi a da sinaptotagmina (SUTTON et al., 1995). Tais domínios normalmente 

possuem 120-130 aminoácidos organizados em um sanduíche de duas folhas-

, cada qual formada por quatro fitas- antiparalelas conectadas por três alças. 

As estruturas dos domínios C2 da PLC1 e da sinaptotagmina são muito 

parecidas, conforme indica um desvio quadrático médio (RMSD) de apenas 1.4 

Å para 109 C , o que demonstra que os domínios C2 são estruturalmente bem 

conservados. Os domínios C2 apresentam duas topologias distintas. Estas duas 

topologias foram classificadas como topologia I (sinaptotagmina) e topologia II 

(PLC1) (Figura 7) (RIZO; SUDHOF, 1998). Vale ressaltar que a sinaptotagmina 

consiste em dois domínios C2 adjacentes, mas com topologias diferentes. 

As topologias dos dois domínios C2 são diferentes (ESSEN et al., 1996), 

sendo que a fita 1 do domínio C2 da sinaptotagmina está na mesma posição 

da fita 8 da PLC1, e além disso os segmentos N e C-terminal estão localizados 
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na parte inferior do sanduíche- no caso da PLC1 e na parte superior no caso 

da sinaptotagmina. As duas folhas são compostas por resíduos diferentes, pois 

a fita 1 pareia com a 8 e com a 2 na topologia I, mas com a 4 na topologia 

II (RIZO; SUDHOF, 1998).  

 

 

 

Figura 7 – Estrutura cristalográfica do domínio C2 da sinaptotagmina I (PDB 2R83) 

representando a topologia I (A) e da PLC1 (PDB 1ISD) representando a topologia II 
(B). Representação esquemática das topologias I e II dos dois domínios C2. Esquema 
baseado no artigo de (RIZO; SUDHOF, 1998). 

 

Os domínios C2 podem coordenar múltiplos íons de Ca2+ nas alças que 

conectam as fitas- 2-3 (loop 1) e 6-7 (loop 3) e que são ricas em resíduos ácidos 

como aspartatos e glutamatos (ESSEN et al., 1996). Por exemplo, a 

sinaptotagmina, coordena três íons Ca2+ nos sítios de ligação Ca1, Ca2 e Ca3 

localizados nas alças 1 e 3 (SUTTON et al., 1995) . Tais sítios de ligação são 

formados por cinco cadeias laterais de serina e três grupos carbonila da cadeia 

principal ( SUTTON et al., 1995; SHAO et al., 1996; UBACH et al., 1998). O 

domínio C2 da PLC1 liga Ca2+ de modo semelhante à sinaptotagmina(Figura 
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8), pois possui os dois sítios Ca1 e Ca2, porém contendo um quarto sítio de 

ligação (Ca4) (ESSEN et al., 1996; GROBLER et al., 1996). O Ca4 é formado 

por um aspartato, uma asparagina e uma serina e um grupo carbonil da cadeia 

principal. 

 

Figura 8 – Estrutura cristalográfica do domínio C2 da sinaptotagmina I ligada a Ca2+ 

(PDB 3N5A) representando a topologia I, e da PLC1 ligada a Ca2+ (PDB 1DJX) 

representando a topologia II  

 

A coordenação dos íons Ca2+ nos domínios C2 é imperfeita, 

particularmente no sítio Ca3, o que resulta na baixa afinidade deste sítio (Kd >1,0 

mM), porém a adição de fosfolipídios aumenta a afinidade da sinaptotagmina em 

aproximadamente 1000 vezes.  Este aumento da afinidade é resultado do fato 

de que os fosfolipídios participam da coordenação de Ca2+ (DAVLETOV; 

SUDHOF, 1993), (UBACH et al., 1998). A ligação de Ca2+ aos domínios C2 

provoca uma mudança de potencial eletrostático na região de ligação que se 

torna. A interação com a membrana não é puramente eletrostática, pois grupos 

fosfato dos lipídios participam da coordenação de Ca2+ nos sítios Ca2 e Ca3, e 

consequentemente fornecem uma contribuição relevante para a energia de 

ligação o que é evidenciado pelo aumento da afinidade a Ca2+ na presença de 

fosfolípideos( Figura 9). (EDWARDS; NEWTON, 1997; ZHANG; RIZO; 

SÜDHOF, 1998). 

 

 



24 
 

 

Figura 9 - Estrutura cristalográfica do domínio C2 da phospholipase A2 ligado a 1,2-
dihexanoil -sn- glicero-3-fosfocolina (DHPC)  (PDB: 6IEJ). (HIRANO et al., 2019) 

 

 As estruturas tridimensionais dos domínios C2 resolvidas por 

cristalografia e RMN não apresentam diferenças substanciais entre a forma apo 

e ligada a Ca2+, em geral observa-se reorientação de poucas cadeias laterais, e 

não uma mudança global de estrutura (SHAO et al., 1996). Porém, estudos de 

RMN demostraram que existe uma enorme diminuição de flexibilidade nas alças 

após a ligação de Ca2+, este enrijecimento da estrutura é evidenciado pela 

redução do B- factor na cristalografia e por medidas de relaxação 15N, e é 

acompanhado pelo aumento de estabilidade térmica da proteína (SHAO et al., 

1996; TORRECILLAS et al., 2004; UBACH et al., 1998). 

 

 

1.1.1.6 Imunoglobulinas 
 

As imunoglobulinas ou anticorpos são moléculas que tem a função 

primordial de neutralização e de sinalização para o sistema imunológico dos 

agentes potencialmente perigos ao organismo. De fato, o termo 

anticorpo/antígeno foi cunhado no final do século 19 no trabalho de von Behring 

e  Kitasato sobre a neutralização da toxina diftérica, que é o principal fator de 

virulência da bactéria Corynebacterium diphtheriae que causa de difteria em 

humanos (ARNOLD et al., 2007; KAUFMANN, 2017; NC et al., 2019). Contudo, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Corynebacterium_diphtheriae
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a separação das diversas espécies de imunoglobulinas presentes no soro por 

técnicas de eletroforese e cromatografia ocorreu apenas em 1939 por Tiselius e  

Kabat, assim as imunoglobulinas receberam a denominação de "pesada" (IgM), 

"regulares" (IgA, IgE, IgD, IgG) e "leves" (dímeros da cadeia leve) ( TISELIUS; 

KABAT, 1939; SCHROEDER; CAVACINI, 2010). 

As imunoglobulinas da maior parte dos mamíferos são proteínas em forma 

de Y formadas por duas cadeias leves idênticas (LCs) e duas cadeias pesadas 

idênticas (HCs), cada LC e interage com uma HC por ligações  dissulfeto, 

formando um heterodímero covalente, o qual interage com outro heterodímero 

idêntico formando finalmente a imunoglobulina completa, um  heterodímero 

(CHIU et al., 2019).  Os domínios de imunoglobulina (Figura 10) são formados 

por um sanduíche de duas folhas- pregueadas (ALZARI, 1998). Quando 

comparamos as imunoglobulinas com os domínios C2 da sinaptotagminas, estes 

últimos são formados por oito fitas- divididas em duas folhas- cada qual 

formada por quatro fitas- antiparalelas (Figura 7). Em contraste, os domínios 

de imunoglobulinas constantes contêm sete fitas− enquanto os domínios 

variáveis são formados por nove fitas-, sendo que as duas fitas adicionais 

formam um sítio adicional de reconhecimento de antígenos (ALZARI, 1998; 

CHIU et al., 2019). Os domínios do tipo Ig são todos topologicamente 

semelhantes, formando um padrão específico que pode ser o equivalente a uma 

“assinatura” deste tipo de dobramento. 

 

Figura 10 – A) Estrutura cristalográfica do domínio variável da imunoglobulina (PDB 

1TIT). B) Representação esquemática da topologia. 
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1.1.1.7 Caderinas 
 

O mecanismo de adesão celular em vertebrados, como em diversos 

invertebrados, é baseado na especificidade e atividade de receptores de 

superfície celular da superfamília das caderinas (HÄUSSINGER et al., 2002). As 

caderinas são dependentes de cálcio para exercerem suas funções na 

morfogênese de tecidos e no desenvolvimento neuronal e transdução de sinal 

(TAKEICHI, 1995,  BM, 1996). Ensaios in vitro demonstraram que as caderinas 

tem baixa afinidade por Ca2+, na escala de micro molar (BAUMGARTNER et al., 

1999; KOCH et al., 1997) Assim, a força da interação entre as células é resultado 

de diversas ligações fracas e cooperativas entre os domínios das caderinas 

(HÄUSSINGER et al., 2002). 

A estrutura geral das caderinas é composta por cinco domínios 

extracelulares semelhantes denominados de extracellular cadherin (EC), EC1 

(membrana distal) a EC5 (membrana proximal), além de uma hélice 

transmembranar de ancoragem e um segmento citoplasmático com estrutura e 

função variada de acordo como o tipo e função da caderina  (BOGGON et al., 

2002; SHAPIRO; WEIS, 2009). Os domínios EC apresentam o enovelamento de 

imunoglobilina, sendo formados por 7 fitas- formando um sanduíche de duas 

folhas- antiparalelas, sendo uma folha  formada pelas fitas A, G, F e C, e a 

outra folha formada pelas fitas D, E e B (Figura 11) (SHAPIRO; WEIS, 2009).  

A função das caderinas depende da presença de Ca2+, a estrutura da 

região EC mostra múltiplas conexões entre os domínios que são enrijecidas pela 

coordenação de Ca2+ ( NAGAR et al., 1996; BOGGON et al., 2002). Três íons de 

Ca2+ são coordenados pelos aminoácido presentes na base e no topo do 

domínio, sendo que os aminoácidos desta região de ligação são altamente 

conservados nas caderinas de diversas espécies (NOLLET; KOOLS; VAN ROY, 

2000; POSY; SHAPIRO; HONIG, 2008). 

A ligação de Ca2+ aos domínios promove uma curvatura dos EC, o que 

orienta o eixo ao longo dos domínios EC1 e EC5 em um angulo de 90° 

(BOGGON et al., 2002).  Contudo, a dissociação de Ca2+ provoca a reorientação 

relativa entre os domínios, e um aumento da flexibilidade entre os domínios EC 
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(HÄUSSINGER et al., 2002, 2004; POKUTTA et al., 1994). 

 

 

Figura 11 – A) Estrutura cristalográfica do domínio da caderina E (PDB 3Q2V). B) 
Representação esquemática da topologia. Os resíduos que participam da coordenação 
de Ca2+ são indicados como esferas vermelhas. C) Em destaque os 2 sítios de ligação. 
Os íons Ca2+ são representados por esferas verdes. 
  



28 
 

1.1.2 Proteínas transportadoras de cálcio  

 

 Abaixo uma breve descrição das principais proteínas de membrana 

envolvidas na homeostasia de Ca2+ e por terem princípios de transporte distintos 

são elas: Ca2+ ATPase do retículo sarco(endo)plasmático (SERCA), Canais de 

Ca2+ dependentes da voltagem e Trocadores de Na+/Ca2+ (NCX).  

 

1.1.2.1  Ca2+-ATPase do retículo sarco(endo)plasmático (SERCA) 
 

A Ca2+-ATPase do retículo sarco(endo)plasmático (SERCA) é uma cadeia 

polipeptídica de aproximadamente 110 kDa e cerca de 1000 amino ácidos 

(MACLENNAN et al., 1985). A SERCA está localizada na membrana do retículo, 

sendo uma proteína que acopla a hidrólise do ATP ao transporte de Ca2+ de volta 

para o retículo sarcoplasmático ( TOYOSHIMA et al., 2000, BRINI; CARAFOLI, 

2009). Falhas na função da SERCA geram diversas enfermidades como a Brody 

Disease (afeta a contração rápida de fibras do músculo esquelético), Darier 

disease (afeta o coração, cérebro e músculo esquelético de contração lenta), e 

diabetes do tipo 2 (DODE et al., 2003; ROSENGARTH; LUECKE, 2003; ZARAIN-

HERZBERG; GARCÍA-RIVAS; ESTRADA-AVILÉS, 2014).  

 A SERCA pode ser dividida em três domínios: o domínio transmembranar 

(Figura 12) (domínio M) que contêm 10 -hélices transmembranares, e três 

domínios citoplasmáticos denominados A (atuador), N (ligação de nucleotídeos), 

P (domínio de fosforilação) (TOYOSHIMA et al., 2000). O domínio M da enzima 

de coelho liga cooperativamente dois Ca2+  nos sítios I e II, com constantes de 

associação de 1,2 × 105 e 5,0 × 107 M-1 (INESI et al., 1980). 
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Figura 12. Arquitetura da Ca2+-ATPase do retículo sarco(endo)plasmático. A 
(atuador), N (ligação de nucleotídeos), P (domínio de fosforilação), M (hélices 
transmembranares M1 a M10).  PDB: 1IWO. (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002). 

 

Os sítios I e II de ligação a Ca2+ estão localizados em alturas similares em 

relação ao centro da bicamada e estão a uma distância de aproximadamente  

5,7 Å um do outro (TOYOSHIMA et al., 2000; TOYOSHIMA; NOMURA, 2002). O 

sítio I está localizado entre as hélices TMH 5 e TMH 6 com participação da TMH 

8 em uma posição bastante distante do centro, os átomos de oxigênio das 

cadeias laterais da Asn768, Glu771 (TMH 5), Thr799, Asp800 (TMH 6) e Glu908 

(TMH 8) contribuem para este sítio (TOYOSHIMA et al., 2000; TOYOSHIMA; 

NOMURA, 2002). O sítio II é formado pela hélice TMH 4 pelos átomos de 

oxigênio da cadeia principal da Val304, Ala305 e Ile307 (TMH 4) e os átomos de 

oxigênio da cadeia lateral de Asn796, Asp800 (TMH 6) e Glu309 (TMH 4) (Figura 

13) (TOYOSHIMA et al., 2000; TOYOSHIMA; NOMURA, 2002).  
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Figura 13 - Ampliação mostrando os aminoácidos que participam da coordenação de 
Ca2+ pela Ca2+-ATPase do retículo sarco(endo)plasmático PDB: 1IWO. (TOYOSHIMA; 
NOMURA, 2002). 

 

O transporte de íons Ca2+ pela SERCA ocorre pela interconversão entre 

dois estados conformacionais E1 e E2, em que os sítios de Ca2+ estão 

alternadamente expostos a lados opostos da membrana. O estado E1, com os 

sítios voltados para dentro, tem uma maior afinidade pelo Ca2+, em contrapartida 

o E2 tem menor afinidade (Figura 14) ( TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et 

al., 2002, TOYOSHIMA, 2009). Tais estados podem ser subdivididos em vários 

sub-estados que contém pequenas diferenças conformacionais entre si 

(TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009). O estado 

fundamental mais estável da bomba é o estado E2 sem Ca2+ ou ATP ligados. 

Neste estado a cavidade que dá acesso aos sítios de Ca2+ é preenchida com 

moléculas de água, e íons H+ protonam os grupos carboxila (TOYOSHIMA; 

NOMURA, 2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009). Neste estado a SERCA 

encontra-se compacta, com os dominós A, N e P interagindo diretamente entre 

si. Em pH 7, os prótons presentes na cavidade de ligação a Ca2+ são liberados 

por meio da membrana, o que induz a ligação de Mg2+ alterando a conformação 

de E2 para E1 (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 

2009), portanto Mg2+ vem do lúmen do retículo. No estado E1 os grupos carboxila 

na cavidade de ligação são desprotonados o que aumenta a afinidade por 

Ca2+(TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009).  A 

SERCA no estado E1 é menos compacta, possibilitando a ligação de Ca2+ 

advindo do citoplasma, deste modo quando a concentração citoplasmática 

aumenta, Ca2+ se liga à enzima deslocando o íon de Mg2+ (TOYOSHIMA; 
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NOMURA, 2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009).  A interação da SERCA 

com o ATP induz uma mudança de conformação que oclui os sítios de Ca2+, 

impedindo assim o retorno dos íons para o citoplasma (TOYOSHIMA; NOMURA, 

2002; XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009). Neste momento ocorre a hidrólise 

do ATP com a concomitante transferência do fosfato- para a cadeia lateral do 

Asp351 o que provoca uma mudança conformacional global na SERCA de E1 

para E2 (Figura 14). No estado E2 a geometria da cavidade ligação de Ca2+ abre 

uma passagem para o lúmen do reticulo, liberando os dois íons Ca2+ e permitindo 

que H+ e água entrem na cavidade (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et al., 

2002, TOYOSHIMA, 2009). No final do ciclo a ligação entre o grupo fosfato e o 

Asp351 é hidrolisada e a SERCA está pronta isso significa que ela interconverte 

para E1 para um novo ciclo de bombeamento (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; 

XU et al., 2002, TOYOSHIMA, 2009). 

 

 

Figura 14 - Esquema cinético para o transporte de Ca2+ pela SERCA. O estado 
fundamental da bomba é a conformação E2 na ausência de Ca2+. E1 é o estado de alta 
afinidade por Ca2+, enquanto E2 é de baixa afinidade. O transporte de Ca2+ ocorre pela 
entre interconversão de E1 para E2 através da interação da bomba com ATP e a 
posterior hidrolise gerando fosfato inorgânico.   
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1.1.2.2 Canais de Ca2+ dependentes da voltagem  
 

Os canais de Ca2+ voltagem-dependentes (VGCCs) viabilizam a entrada 

de Ca2+ em consequência de uma despolarização da membrana citoplasmática. 

Os VGCCs participam diretamente da regulação de diversos processos como a 

expressão gênica, contração muscular e secreção de neurotransmissores  

(BIDAUD et al., 2006; CATTERALL et al., 2005). Existem duas principais 

categorias de VGCCs: canais ativados por alta voltagem (HVA) que são ativados 

por elevadas variações do potencial de membrana, e os canais de baixa 

voltagem (LVA) que são sensíveis variações muito menores de voltagem 

(ARMSTRONG; MATTESON, 1985; BEAN, 1985). 

A estrutura dos VGCCs é bastante complexa pois eles são formados por 

quatro ou cinco subunidades diferentes expressas a partir de diversos genes 

(CATTERALL, 2000). A principal subunidade dos VGCCs é 1 que tem uma 

massa molecular de 190 a 250 kDa contendo o sensor de voltagem, o poro de 

condução, e o aparelho de passagem, além da maioria dos sítios de regulação 

do canal por antagonistas e agonistas. A subunidade 1 dos VGCCs é ordenada 

na forma de quatro domínios homólogos (I-IV) cada um composto por seis -

hélices transmembranares (S1-S6). A determinação da condutância e a 

seletividade é governada pela alça entre os segmentos S5 e S6 (CATTERALL et 

al., 2005). As subunidades , 2 e  modulam as propriedades dos VGCCs 

estando presentes apenas nos HVA e ausentes nos LVA (SIMMS; ZAMPONI, 

2014). 
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1.1.2.3 Trocadores de Na+/Ca2+ (NCX) 
 

Descritos pela primeira vez nos anos 60, (REPKE, 1964) os trocadores 

Na+/Ca2+ (NCX) estão presentes na membrana plasmática e na membrana 

mitocondrial interna (DRUMMOND; FAY, 1996). Eles utilizam a energia do 

gradiente eletroquímico do Na+ para transportar Ca2+ para o meio extracelular 

contra o seu gradiente de concentração (PHILIPSON; NICOLL, 2000). Podem 

atuar de maneira reversa, transportando Ca2+ para dentro e Na+ para fora da 

célula, dependendo do potencial de membrana e dos gradientes iônicos 

(PHILIPSON; NICOLL, 2000),(REEVES; CONDRESCU, 2008). 

Os NCX desempenham um papel essencial para a manutenção da 

concentração intracelular de Ca2+ em diferentes tipos de células, particularmente 

células excitáveis como as do coração e do cérebro. De fato, o NCX é 

consideravelmente mais expresso em cardiomiócitos do que em outros tecidos 

(PHILIPSON; NICOLL, 2000). 

Os trocadores Na+/Ca2+ pertencem a uma família de transportadores de 

membrana classificada como SLC8 (Solute carrier 8). Mamíferos expressam os 

genes SLC8A1 que codifica NCX1, (NICOLL; LONGONI; PHILIPSON, 1990) 

SLC8A2 que codifica NCX2, (LEE; YU; LYTTON, 1994) SLC8A3 que codifica 

NCX3, (NICOLL et al., 1996b) e SLC8B1 que codifica NCLX (PALTY et al., 2010). 

Os genes NCX2 e NCX3 são expressos no tecido cerebral e muscular enquanto 

o NCX1 é expresso em praticamente todas as células de mamíferos 

(PHILIPSON; NICOLL, 2000) NCX1 e NCX3 apresentam ainda diferentes 

isoformas pois podem sofrer splicing alternativo (PHILIPSON; NICOLL, 

2000),(NICOLL; LONGONI; PHILIPSON, 1990). As diferentes isoformas 

produzidas por splicing são determinadas pela combinação de seis exons (A-F) 

dos quais A e B são mutuamente exclusivos (KOFUJI; LEDERER; SCHULZE, 

1994; LEE; YU; LYTTON, 1994). Alterações nos níveis de expressão do gene 

NCX estão relacionadas a enfermidades como infarto do miocárdio e arritmias 

(REUTER et al., 2005). A deleção (knock-out) do gene NCX resulta em letalidade 

embrionária por insuficiência cardíaca em murinos (KOUSHIK et al., 2001). 

Os NCX eucarióticos possuem 10 hélices transmembranares (TM) e uma 

grande alça citoplasmática de aproximadamente 500 aminoácidos, que conecta 

a TM5 à TM6 (Figura 15) (NICOLL; LONGONI; PHILIPSON, 1990) (SCHWARZ; 
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BENZER, 1997). Enquanto o domínio transmembranar é responsável pelo 

transporte de Na+ e Ca2+ através da bicamada lipídica, a alça intracelular é 

responsável pela regulação alostérica do trocador pelos seus substratos (Figura 

15) (HILGEMANN, 1990).  

 

 

Figura 15-. Modelo esquemático dos trocadores de Na+/Ca2+ de Canis lupus 
familiaris mostrando a localização dos domínios sensores CBD1 e CBD2. O 
domínio em roxo é chamado Two-Helices Bundle THB. A região adjacente à TM5 é 
chamada de XIP (exchanger inhibitory peptide) e mostrada em verde. As regiões que 
conectam CBD1 e CBD2 à TM5 e TM6, respectivamente, são conhecidas como linker 
domains. 

 

A estrutura da porção transmembranar dos NCX eucarióticos ainda não 

foi resolvida. O único NCX que foi cristalizado até hoje foi o homólogo 

procariótico NCX-Mj. NCX-Mj tem 10 -hélices transmembranares e o N- e o C-

terminais voltados para o periplasma (LIAO et al., 2012). Este trocador é 

considerado um bom modelo para o domínio transmembranar dos NCX 

eucarióticos (LIAO et al., 2012, 2016). Estudos mais antigos apontavam 

divergências quanto ao número de -hélices transmembranares do NCX. 

Medidas de acessibilidade de cisteínas e mapeamento de epítopos apontaram 

que o trocador NCX eucariótico teria 9 -hélices transmembranares e o C-

terminal voltado para o citoplasma, o que não está de acordo com a estrutura do 
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homólogo procariótico (IWAMOTO et al., 2000; NICOLL et al., 1999; SÄÄF; 

BAARS; VON HEIJNE, 2001).  

A presença de dois segmentos conhecidos como alpha-repeats é uma 

característica de toda a família de trocadores NCX (SCHWARZ; BENZER, 1997). 

A Figura 17 mostra que os alpha-repeats abrangem resíduos das -hélices 

transmembranares 2 e 3 e das -hélices transmembranares 7 e 8 (Figura 16 e 

Figura 17). Eles contêm os resíduos conservados que formam três sítios de 

ligação de Na+ e um sítio de Ca2+. Mutações nos alpha-repeats tem efeitos 

diversos na característica de transporte dos trocadores, podendo eliminar a 

atividade ou alterar as afinidades pôr Na+ e Ca2+ (NICOLL et al., 1996a; 

OTTOLIA; NICOLL; PHILIPSON, 2005).  

Os trocadores NCX fazem parte de uma superfamília de trocadores 

Cátion/Ca2+. Estruturas cristalográficas dos trocadores de H+/Ca2+ de 

Archaeoglobus fulgidus (CAX_Af) (NISHIZAWA et al., 2013) e Bacillus subtilis 

(YfkE) (WU et al., 2013) também são conhecidas. A sobreposição destas 

estruturas com a do trocador NCX de Methanococcus jannaschii (PDB 3V5U) 

mostra que eles apresentam topologia semelhante, além disso a conformação 

da região diretamente responsável pela coordenação com os íons dentro da 

membrana (TMH2, TMH7, TMH3 e TMH8) é muito parecida (Figura 16 e Figura 

17).  
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Figura 16. Sobreposição das estruturas de representantes da superfamília dos 

trocadores  Cation/Ca2+. A) Sobreposição das estruturas trocador H+/Ca2+ do Bacillus 

subtilis (YfkE) (vermelho) (PDB 4KJR) com a estrutura do trocador Na+/Ca2+ de 

Methanococcus jannaschii (NCX-Mj) (Azul) (PDB 3V5U). B) Sobreposição das 

estruturas trocador H+/Ca2+ do Archaeoglobus fulgidus (CAX_Af) (verde ) (PDB 4KPP) 

com a estrutura do trocador Na+/Ca2+ de Methanococcus jannaschii (NCX-Mj) (Azul) 

(LIAO et al., 2016; NISHIZAWA et al., 2013; WU et al., 2013). 
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Figura 17 - Alinhamento múltiplo de parte das sequências de aminoácidos dos 
trocadores H+/Ca2+ de Archaeoglobus fulgidus (CAX_Af) e Bacillus subtilis (YfkE) 
com o trocador Na+/Ca2+ de Methanococcus jannaschii (NCX-Mj). Os aminoácidos 
que compreendem as TMs estão sublinhados. Em vermelho os resíduos responsáveis 
pela coordenação de cálcio. A predição das TMs do NCX foi realizada utilizando 
OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php?about=OCTOPUS).  

 

Os NCX são regulados por uma diversidade de fatores intracelulares e 

extracelulares. Ativadores da PKC (fosfatidilserina e diacilglicerol), fosforilação, 

PiP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) e reagentes redox (NADH/NAD+) ativam o 

trocador (PHILIPSON; NICOLL, 2000; SCHULZE et al., 2002; SHIGEKAWA; 

IWAMOTO, 2001). O efeito regulatório mais significativo é promovido por Ca2+ 

intracelular, Na+ e H+(Figura 18). Estes íons interagem com sítios que não estão 

diretamente relacionados com a translocação de íons através da membrana, 

http://octopus.cbr.su.se/index.php?about=OCTOPUS
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representando assim mecanismos de regulação alostérica (DIPOLO; BEAUGÉ, 

2006; DUNN et al., 2002; HILGEMANN, 1990; HILGEMANN; NICOLL; 

PHILIPSON, 1991; MATSUOKA et al., 1993). 

Estudos de eletrofisiologia estabeleceram que o trocador NCX é ativado 

por Ca2+ intracelular em concentrações submicromolares (0,1 a 0,4 µM). Este 

fenômeno é conhecido como regulação-I2 (inativação dependente de cálcio) 

(REEVES; CONDRESCU, 2008),(DIPOLO, 1979; HILGEMANN, 1992; REEVES; 

CONDRESCU, 2008; SHIGEKAWA; IWAMOTO, 2001). O fluxo de íons através 

do trocador atinge um pico imediatamente após a ativação por Ca2+ intracelular 

(remoção da regulação-I2), e logo em seguida decai exponencialmente atingindo 

um nível estacionário (I1). Este decaimento é chamado de inativação dependente 

de Na+ ou regulação-I1 (SHIGEKAWA; IWAMOTO, 2001). 

 

Figura 18. Representação esquemática dos mecanismos de regulação I1 e I2. Esquema 
baseado no artigo de Shigekawa e Iwamoto (2001). E1 representa a conformação ativa 
com os sítios de Na+ e Ca2+ expostos ao meio intracelular, E2 a conformação ativa com 
os sítios de Na+ e Ca2+ expostos ao meio extracelular, I1 a conformação inativa gerada 
a partir da inativação dependente de sódio, e I2 a conformação inativa na ausência de 
cálcio. Os íons Na+ estão mostrados como esferas vermelhas, enquanto os íons Ca2+ 
como esferas verdes. 

A inativação dependente de Na+ (regulação I1) é um fenômeno lento, 

ocorre em uma escala de tempo de segundos (Figura 19) (HILGEMANN et al., 

1992; REEVES; CONDRESCU, 2008). Ela pode ser aliviada pelo aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular ou do pH (REEVES; CONDRESCU, 2008). Em 

contraste, a ativação por Ca2+ intracelular é muito rápida, ocorre em uma escala 
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de tempo de 50 milissegundos dependendo da concentração de Ca2+ (REEVES; 

CONDRESCU, 2008). É importante salientar que os íons de Ca2+ envolvidos na 

regulação alostérica do trocador não são transportados (DIPOLO, 1979; 

HILGEMANN et al., 1992; MATSUOKA et al., 1995; PHILIPSON; NICOLL, 2000). 

 

 

Figura 19. Esquema de um experimento de “patch clamp” para investigar a 
regulação do trocador NCX. A) modulação da corrente elétrica devido ao fluxo de íons 
promovido pelo trocador NCX selvagem diante de diferentes concentrações de Ca2+ na 

face intracelular e Na+. B) Deleção da alça intracelular do trocador NCX (240-679) 
elimina a regulação por Na+ e Ca2+. C) Deleção de parte do domínio CBD2 da alça 

intracelular do trocador NCX (562-685) elimina a regulação por Ca2+. Figura baseada 
no trabalho de HILGEMANN, 1992. 

 

A alça intracelular que é responsável pela regulação do trocador contém 

dois domínios para a ligação de Ca2+ regulatório: CBD1 (calcium-binding domain 

1) e CBD2 (calcium-binding domain 2) (HILGE; AELEN; VUISTER, 2006). CBD1 

e CBD2 são domínios homólogos, e possuem enovelamento de imunoglobulina, 

e são semelhantes às caderinas e a domínios C2 (RIZO; SUDHOF, 

1998),(HÄUSSINGER et al., 2002). CBD1 e CBD2 estão dispostos de forma 

adjacente, separados por um segmento de apenas três aminoácidos (His–Ala–

Gly) que é altamente conservado na família dos NCX (SCHWARZ; BENZER, 

1997). Os sítios de ligação a cálcio localizam-se em uma das extremidades do 

sanduiche beta, próximo ao linker entre CBD1 e CBD2 (Figura 20). A ligação de 

Ca2+ nestes sítios ativa o trocador (BESSERER et al., 2007; OTTOLIA; NICOLL; 

PHILIPSON, 2009). O domino CBD1 é protagonista como sensor principal em 
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comparação com CBD2, pois liga Ca2+ com maior afinidade sendo Kd < 1 M, 

enquanto CBD2 liga com Kd ~5 a ~200 μM. Ainda assim, CBD2 tem um papel 

importante na regulação alostérica do NCX uma vez que mutações nos sítios de 

Ca2+ em CBD2 também afetam a regulação alostérica dos NCX (CHAPTAL et 

al., 2009) (GILADI et al., 2012a; NICOLL et al., 2006; TAL et al., 2016).    

 

Figura 20 - Estrutura cristalográfica da construção CBD12 do NCX 1.1 de canis lupus 
familiaris (NCX) (PDB 3US9) (GILADI et al., 2012b) 

 

De forma geral, a coordenação de Ca2+ em CBD1 e CBD2 envolve 

interações com caboxilatos das cadeias laterais de Asp e Glu, carboxilas da 

cadeia principal, e moléculas de água. Esse tipo de interação é semelhante ao 

observado no caso de domínios C2 (NICOLL et al., 2006; RIZO; SUDHOF, 

1998). CBD1 possui quatro sítios de ligação a Ca2+ chamados Ca1 a Ca4. Os 

resíduos envolvidos na coordenação de Ca2+ estão localizados em sua maioria 

no C-terminal (Asp498, Asp499, Asp500) e nas alças E-F (Asp446, Asp447, 

Ile449, Glu451, Glu454), A-B (Glu385), e C-D (Asp421), localizadas no topo do 

domínio (NICOLL et al., 2006) (Figura 21). Resumidamente, Ca2+ nos sítios Ca1 

e Ca4 é penta-coordenado, ao passo que em Ca2 ou Ca3 é hexa ou hepta-

coordenado, nesta ordem o Glu451 está centralmente localizado coordenando 

Ca2+ nos sítios Ca1, Ca2 e Ca3, Asp421 coordena Ca2+ em Ca1 e Ca2, enquanto 

Asp500 coordena Ca2+ em Ca3 e Ca4 (NICOLL et al., 2006). Mesmo que este 

tipo de arranjo de quatro íons de Ca2+ nunca tenha sido observado para domínios 

C2 (sinaptotagmina I e da fosfolipase C) já existia uma previsão, porém 
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curiosamente algumas caderinas apresentem este tipo de arranjo (KOCH et al., 

1997; UBACH et al., 1998). 

 Do ponto de vista topológico mesmo que CBD1 e CBD2 sejam 

considerados domínios C2 sua topologia é muito similar à de imunoglobulinas, o 

que pode ser uma explicação para o número de sítios de ligação a Ca2+ diferente. 

Em contraste com CBD1, CBD2 contém apenas dois sítios de ligação a Ca2+ 

chamados Ca1 e Ca2 (Figura 22), sendo que Ca2+ é octacoordenado em Ca1 

(BESSERER et al., 2007). Os resíduos Glu516 na alça AB e Glu648 no C-

terminal formam interações bidentadas com o íon Ca2+ em Ca1 (BESSERER et 

al., 2007). Além disso, o caboxilato do Asp578 e o oxigênio da cadeia principal 

do Glu580, ambos localizados na alça EF, coordenam Ca2+ em Ca1 (BESSERER 

et al., 2007). Ca2+ em Ca2 é coordenado pelos caboxilatos do Asp552 e do 

Asp578, e moléculas de água (BESSERER et al., 2007). O Asp578 coordena 

Ca2+ em Ca1 e Ca2 por meio de uma interação bidentada (BESSERER et al., 

2007). 
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Figura 21 – A) Estrutura cristalográfica do domínio NCX-CBD1. B) Representação 

esquemática da topologia de CBD1. Em azul as fitas-, os círculos vermelhos 
representam os resíduos que participam da coordenação de Ca2+. C) Em destaque os 
4 sítios de ligação e os resíduos que participam da coordenação de Ca2+. Ca2+ e 
moléculas de água são coloridos como esferas verdes e vermelhas, respectivamente.  
Esquema baseado no artigo de (NICOLL et al., 2006) PDB: 2DPK. 

 

Figura 22 A) Estrutura cristalográfica do domínio NCX-CBD2. B) Representação 

esquemática da topologia de CBD2. Em azul as fitas-, os círculos vermelhos 
representam os resíduos que participam da coordenação de Ca2+. C) Em destaque os 
2 sítios de ligação e os resíduos que participam da coordenação de Ca2+. Ca2+ e 
moléculas de água são coloridos como esferas verdes e vermelhas, respectivamente. 
Esquema baseado no artigo de (BESSERER et al., 2007) PDB: 2QVM. 

 

Além dos CBDs, a grande alça intracelular contém um domínio, cuja 

estrutura foi recentemente elucidada, denominado de Two-Helices Bundle (THB) 

(Figura 23). O THB contém aproximadamente 50 resíduos (274−327 que 

formam duas -hélices longas, ligadas por um linker de 5 resíduos configurando 

um X flanqueado por seguimentos desordenados tanto no N- terminal como C-

terminal (YUAN et al., 2018b). A sequência de aminoácidos do THB nos 
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diferentes NCX é bem conservada, o que sugere que este domínio estará 

presente no NCX de outros organismos, porém a sua função ainda é 

desconhecida (YUAN et al., 2018b). 

 

Figura 23. Estrutura de NMR em solução do domínio THB, as 20 estruturas com 
menor energia são apresentadas. PDB 6BV7 (YUAN et al., 2018a) 

 

A porção N-terminal (aminoácidos 218 - 237), próxima à TM5, é rica em 

resíduos carregados positivamente (Lys e Arg) e corresponde ao exchanger 

inhibitory peptide (XIP) (LI et al., 1991). Um peptídeo correspondente ao XIP, 

quando adicionado a uma preparação do trocador, altera a inativação 

dependente de Na+ (regulação I1), assim essa região (XIP) deve ter um papel 

importante na regulação do trocador  (MATSUOKA et al., 1997).  

 

1.1.2.3.1   Mecanismos de regulação  
 

O mecanismo de regulação alostérica dos trocadores CALX e NCX por 

Na+ e Ca2+ ainda não é bem compreendido,  Existem diversos motivos de ordem 

prática que dificultam a elucidação do problema, principalmente a ausência de 

uma estrutura de alta resolução do trocador completo. Diversos modelos foram 

propostos para explicar a regulação alostérica dos trocadores NCX. Os principais 

são apresentados abaixo. 

Dado que os CBDs são semelhantes a domínios C2, e em analogia ao 

mecanismo de regulação alostérica da proteína quinase C, Chaptal e 

colaboradores propuseram que CBD2 seria recrutado para a membrana 
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citoplasmática ou por outro segmento do trocador de forma dependente de Ca2+ 

(CHAPTAL et al., 2007). Entretanto, ainda não há nenhuma evidência 

experimental dessas interações.  

Hilge e colaboradores (Figura 24), com base em dados de SAXS, 

hipotetizaram que os CBDs funcionariam como electrostatic switches, isto é, a 

ligação de Ca2+ em CBD1 e CBD2 mudaria o potencial eletrostático de superfície 

da região dos sítios de Ca2+, tornando-o mais positivo, e tal mudança faria com 

que CBD12 assumisse uma conformação fechada. (HILGE et al., 2009) 

funcionariam como electrostatic switches, isto é, a ligação de Ca2+ em CBD1 e 

CBD2 mudaria o potencial eletrostático de superfície da região dos sítios de 

Ca2+, tornando-o mais positivo, e tal mudança faria com que CBD12 assumisse 

uma conformação fechada. Este evento seria de alguma forma propagado para 

a região transmembranar resultando no transporte de Ca2+. Entretanto, estudos 

posteriores de EPR (electron paramagnetic resonance) e RMN demonstram que 

a conformação de CBD12 em solução e na forma ligada a Ca2+ é 

predominantemente estendida  (DIXIT et al., 2013; SALINAS et al., 2011). 

 

Figura 24.  Mecanismo hipotético de regulação do NCX por Ca2+ intracelular ou 
electrostatic switches. A) Estado inativo. Na ausência de Ca2+o NCX está inativo e 
CBD12 assume uma conformação estendida. B) Estado parcialmente ativo em 
concentrações submicromolares de Ca2+ CBD12 sofre uma mudança conformacional 
que resulta em uma compactação dos domínios de ligação de Ca2+ e reduz a tensão 
nas regiões que interagem com THB. C) Estado completamente ativo. A ligação de Ca2+ 
em CBD2 viabiliza a supressão da inativação dependente de Na+ além de manter a troca 
entre Na+ e Ca2+. Adaptado de (HILGE et al., 2009). 
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Giladi et al 2013 (Figura 25) propuseram um modelo de regulação 

alostérica baseado na análise de dados de SAXS por meio do chamado 

ensemble optimization method (EOM). O dados de SAXS mostraram que o 

domínio CBD12 tem grande flexibilidade na ausência de Ca2+ (forma apo) e na 

presença de Mg2+ (um íon não regulatório, contudo, com afinidade ao sítio), e 

uma alta rigidez na presença de Ca2+. Essas observações forma interpretadas 

considerando-se que a forma apresenta uma distribuição populacional ampla, 

visitando diferentes conformações, enquanto na forma ligada a Ca2+ a 

distribuição de populações é muito mais estreita. Torna-se importante salientar 

que os dados de SAXS sugeriram que mesmo na forma apo CBD12 visita 

conformações consistentes com a forma ligada. Assim, Giladi et al 2013 

concluíram que a ligação de Ca2+ aos sítios de ligação nos CBDs desloca o 

equilíbrio conformacional de CBD12 o que provoca a ativação do trocador NCX. 

Outro ponto importante do modelo de deslocamento de populações proposto por 

Giladi é a modulação da afinidade dos sítios de ligação a Ca2+ pela presença do 

íon Mg2+ em concentrações fisiológicas, pois os sítios de CBD2 que têm baixa 

afinidade por Ca2+ (Kd> 20 μM)  podem ser predominantemente ocupados por 

Mg2+, o que ocasionaria um aumento da afinidade por Ca2+ dos outros sítios 

adjacentes para um intervalo fisiológico (GILADI et al., 2013; KHANANSHVILI, 

2020). 
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Figura 25  Modelo de deslocamento populacional. No estado inativo o dominio 

CBD12 esta flexivel e os sitios estão desocupados. Na faixa de concentração fisiologica 

os ions de Mg2+ ocupam os sitio de baixa afinidade (esfera azuis) modulando a afinidade 

dos demais sitios. No momento que a concentração de Ca2+ intracelular aumenta (faixas 

intermediarias), os sitios de maior afinidade são ocupados (esfera verdes). A ocupação 

torna CBD12 rigido e ativa o NCX.. Adptado de (Giladi et al.  2013a)  

 

Abiko et al. (2016) (Figura 26) notaram por RMN em solução que o 

domínio CBD12 do CALX, que é o trocador Na+/Ca2+ de Drosophila, também se 

apresenta mais flexível na forma apo do que na forma ligada a Ca2+. No entanto, 

CALX apresenta um fenótipo regulatório que é diferente do fenótipo dos NCX, 

pois ele é inibido pelo aumento de Ca2+ intracelular enquanto o NCX é ativado 

pelo aumento da concentração de Ca2+ intracelular. Como conciliar o fato de que 

o mesmo fenômeno resulta em comportamentos regulatórios distintos do NCX e 

CALX? Abiko e colaboradores (2016) propuseram um modelo para explicar 

como a ligação de Ca2+ em CBD12 ao mesmo tempo ativa o NCX e inibe o CALX. 

Um aspecto central deste modelo é a plasticidade de CBD12, particularmente na 

forma apo. O segundo aspecto deste modelo é a hipótese de que há uma 

interação entre as regiões que conectam XIP e CBD2 à  TM5 e TM6, 

respectivamente (ABIKO et al., 2016). No caso do NCX, e na ausência de Ca2+ 

intracelular, interações eletrostáticas entre XIP e Cyto2 levariam a uma redução 

da distância entre TM5 e TM6 inativando o trocador. Neste momento, CBD1 e 

CBD2 estão completamente flexíveis podendo adquirir um ângulo inter-domínio 
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fechado. Tal flexibilidade conformacional, reduz a tensão nos linkers facilitando 

a interação entre eles. Contudo, o trocador CALX possui um linker citoplasmático 

consideravelmente menor (aminoácidos 319-355 do CALX correspondendo aos 

aminoácidos 238-284 do NCX) o que causaria uma tensão maior, afetando a 

distância entre as hélices TM5 e TM6 de forma diferente no caso deste trocador, 

ativando-o (Figura 26 A-D). Logo, o transporte de íons pela membrana seria 

governado pela distância entre TM5 e TM6 (ABIKO et al., 2016). A ligação de 

Ca2+ em CBD12 estabilizaria uma orientação estendida a qual favoreceria a 

separação de XIP e Cyto2 (Figura 26 B-D). Tal fato, ocasionaria a 

movimentação da TMH5 em relação à TMH6 ativando o trocador NCX (ABIKO 

et al., 2016). No caso do CALX o mesmo fenômeno aumentaria mais a distância 

entre a TM5 e TM6 uma vez que o linker é menor, inativando este trocador.  
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Figura 26  Modelo unificado da regulação alostérica de NCX e CALX. A) NCX inativo 
na ausência de Ca2+. B) NCX ativo na presença de Ca2+. C) CALX ativo na ausência de 
Ca2. D) CALX inativo na presença de Ca2+. As forças laterais (setas roxas) exercidas 
nas hélices transmembranares são intensificadas após a ligação de Ca2+ a CBD12 
levando à ativação de NCX (B) e inativação de CALX (D). Figura baseado no artigo de 
(ABIKO et al., 2016). 
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2.Trocador de Na+/Ca2+ de Methanococcus jannaschii (NCX-Mj) 

2.1 Introdução - Trocador da archae termofílica Methanococcus 

jannaschii (NCX-Mj) 

A estrutura cristalográfica do trocador da archae termofílica 

Methanococcus jannaschii (NCX-Mj) (Figura 27) é a primeira estrutura de alta-

resolução de um NCX (PDB 3V5U) (LIAO et al., 2012). O trocador NCX-Mj não 

possui alça intracelular, e dessa forma ele não é regulado sendo 

constitutivamente ativo. Esta estrutura, obtida a partir de cristais que cresceram 

em fase cúbica lipídica (LIAO et al., 2012) apresenta quatro sítios para ligação 

de íons, um ocupado por Ca2+ (SCa) e outros três sítios ocupados por Na+ (Sext: 

sítio de ligação externo; Smid: sítio de ligação do meio; Sint: sítio de ligação 

interno) (Figura 27). Duas cavidades permitem acesso separado a Na+ e Ca2+, 

que são coordenados por 12 resíduos localizados nos alpha-repeats, segmentos 

que se localizam nas hélices TMH2, TMH7, TMH3 e TMH8 (Figura 27) (LIAO et 

al., 2012), e que são altamente conservados na família de trocadores SLC8 

(WINKFEIN et al., 2003). Estes doze resíduos são altamente conservados em 

diferentes organismos, desde procariotos a eucariotos. Um deles, o Asp240, 

coordena uma molécula de água que interage com os íons de sódio. O Asp240 

é frequentemente substituído por glutamina nos NCX eucarióticos (MARINELLI 

et al., 2014). A substituição por asparagina aumenta as taxas de troca de íons 

em aproximadamente 10 vezes, sugerindo uma "melhora" evolutiva da 

velocidade de transporte dos ortólogos em mamíferos (MARINELLI et al., 2014). 
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Figura 27. A) Estrutura cristalográfica do trocador NCX-Mj (PDB 3V5U). Em azul estão 
destacadas as hélices TMH2, TMH3, TMH7, e TMH8, que contém os alpha-repeats, 
sequências conservadas que formam os sítios de ligação a Ca2+ e Na+. B)  Distâncias 
entre sítios de íons adjacentes. C) Ampliação mostrando os aminoácidos que participam 
da coordenação de Na+ e Ca2+. D) Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos 
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das porções transmembranares (TMH) dos NCX de Metanococus janaschii, canino 
(NCX1) e de Drosophila melanogaster (CALX). Os aminoácidos que compreendem as 
TMHs estão sublinhados. A predição das TMHs do NCX canino e de Drosophila (CALX) 
foi realizada utilizando OCTOPUS 
http://octopus.cbr.su.se/index.php?about=OCTOPUS. 

 

O modelo de transporte comumente adotado para os NCX prevê que o 

trocador se encontra em duas conformações: “aberta para fora" (E2), na qual os 

sítios de ligação a íons se encontram acessíveis ao meio extracelular, e “aberta 

para dentro” (E1) na qual os sítios estão acessíveis ao meio intracelular (Figura 

28). Na conformação aberta para fora (E2) (Figura 28), os sítios seriam expostos 

a altos níveis de Na+ extracelular, o que favoreceria a ligação de Na+ e, 

consequentemente, a liberação de Ca2+. Na conformação aberta para dentro 

(E1), os sítios estariam expostos a baixas concentrações intracelulares de Na+, 

consequentemente a liberação de Na+ é favorecida resultando, assim, em alta 

afinidade por Ca2+ (LIAO et al., 2012). 

 

 

Figura 28. Os trocadores NCX encontram-se em equilíbrio entre uma conformação 
aberta para fora (E2) e outra aberta para dentro (E1). Esferas vermelhas representam 
íons Na+, enquanto esferas verdes representam íons Ca2+.  
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A primeira estrutura cristalográfica do NCX-Mj (Figura 27) mostra os 

sítios Sext, Smid, e Sint ocupados por 3 íons Na+, enquanto que SCa está ocupado 

por Ca2+ (LIAO et al., 2012). Entretanto, estudos posteriores revelaram que a 

ocupação simultânea dos quatro sítios não é termodinamicamente favorável 

(LIAO et al., 2016). Estudos de dinâmica molecular (MD), novas estruturas 

cristalográficas e medidas de transporte, revelaram que 3 íons de Na+ ocupam 

Sext, Sint, e SCa, ou alternativamente um íon Ca2+ ocupa o sítio SCa (MARINELLI 

et al., 2014). O sítio Smid não é ocupado nem por Na+ e nem por Ca2+, mas por 

uma molécula de água a qual é coordenada pelo Asp240 (GILADI; TAL; 

KHANANSHVILI, 2016; LIAO et al., 2016). 
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2.2 Objetivo 

 

 Desenvolver um protocolo para a expressão e purificação do NCX-Mj 

enriquecido isotopicamente com 15N para a realização de estudos estruturais por 

RMN. Uma vez que a produção do trocador NCX-Mj selvagem tenha sido 

otimizada, procedemos com a marcação isotópica com 15N e utilizar medidas de 

1H-15N TROSY para investigar se o trocador está bem enovelado e qual é o 

melhor detergente. Esses estudos deverão indicar a viabilidade de estudos 

estruturais por RMN em solução.  
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2.3 Materiais e métodos  

2.3.1 Clonagem do trocador NCX-Mj sozinho e em fusão com GFP 
 

Um gene sintético que codifica o trocador NCX-Mj de Methanococcus 

jannaschii (NCX-Mj) (906 pb) foi comprado clonado no vetor de subclonagem 

pUC57 (GenScript Inc.), e posteriormente clonado em nosso laboratório no vetor 

de expressão pGGS1 para expressão em fusão com uma cauda de 9 histidinas, 

e no vetor pWarf(+) para expressão em fusão à GFP (Green Fluorescent Protein) 

(Figura 29 e Figura 30). 

MLILGVGYFLLGLILLYYGSDWFVLGSERIARHFNVSNFVIGATVMAIGTSLPEILTSAYASYMHA

PGISIGNAIGSCICNIGLVLGLSAIISPIIVDKNLQKNILVYLLFVIFAAVIGIDGFSWIDGVVLLILFIIYL

RWTVKNGSAEIEENNDKNNPSVVFSLVLLIIGLIGVLVGAELFVDGAKKIALALDISDKVIGFTLVA

FGTSLPELMVSLAAAKRNLGGMVLGNVIGSNIADIGGALAVGSLFMHLPAENVQMAVLVIMSLLL

YLFAKYSKIGRWQGILFLALYIIAIASLRMGGGSLVPRGSRSHHHHHHHHH 

Figura 29. Construção de NCX-Mj clonado no vetor de expressão pGGS1. Em preto 
sequência do trocador NCX-Mj; vermelho cauda de histidina; azul sítio de clivagem para 
a trombina protease; laranja resíduos adicionais. 
 

MLILGVGYFLLGLILLYYGSDWFVLGSERIARHFNVSNFVIGATVMAIGTSLPEILTSAYASYMHA

PGISIGNAIGSCICNIGLVLGLSAIISPIIVDKNLQKNILVYLLFVIFAAVIGIDGFSWIDGVVLLILFIIYL

RWTVKNGSAEIEENNDKNNPSVVFSLVLLIIGLIGVLVGAELFVDGAKKIALALDISDKVIGFTLVA

FGTSLPELMVSLAAAKRNLGGMVLGNVIGSNIADIGGALAVGSLFMHLPAENVQMAVLVIMSLLL

YLFAKYSKIGRWQGILFLALYIIAIASLRMGGGENLYFQSLEVLFQGPPLINGGEITLIIFGVMAGVIG

TILLISYGIRRLIKGSGGFSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPW

PTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGID

FKEDGNILGHKVYNYNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLS

TQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKKLAAHHHHHHHH 

Figura 30. Construção de NCX-Mj clonado no vetor de expressão pWarf(+). Em 
preto sequência do trocador NCX-Mj; em vermelho a cauda de histidina; em azul o sítio 
de clivagem para a HRV3C; em roxo o sítio de TEV protease; em laranja a hélice de 
glicoforina; em verde a GFP.  
 

O vetor pGGS1 é derivado do vetor pET24a, e foi modificado in-house 

pela adição de um sítio de clivagem para trombina e uma sequência para 9 

histidinas no C-terminal. O gene que codifica NCX-Mj foi clonado entre os sítios 

de restrição de NdeI e XhoI do vetor pGGS1. O pWarf(+) é um vetor para super-

expressão de proteínas de membrana que possuem o C-terminal voltado para o 

meio extracelular. O gene em questão é clonado em fusão com uma sequência 
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que corresponde à hélice transmembranar da glicoforina A na extremidade C-

terminal, o que muda a posição da GFP para o citoplasma da bactéria onde ela 

é fluorescente. Dessa forma, a expressão da proteína de membrana pode ser 

acompanhada por intermédio da fluorescência da GFP. Uma sequência de 8 

histidinas foi adicionada ao C-terminal para facilitar a purificação por afinidade. 

Outra característica importante do vetor pWarf(+) é a existência de um sítio de 

clivagem para HRV3C (Human Rhinovirus 3C Protease) para possibilitar a 

remoção da hélice transmembranar da glicoforina A, da GFP e da cauda de 

histidinas. Adicionalmente, inserimos um sítio de clivagem para a protease TEV 

(Tobacco Etch Virus) depois da sequência do NCX e antes do sítio de HRV3C, 

pois TEV é uma protease facilmente produzida em laboratório e tem alta 

eficiência. 

O vetor pGGS1 ou pWarf(+) contendo o gene de NCX-Mj foi transformado 

em E. coli C43(DE3) de acordo com o protocolo de choque térmico com cloreto 

de cálcio (STUDIER; MOFFATT, 1986) para a expressão induzida por IPTG 

(isopropil--D-1 tiogalactopiranosídeo). A cepa C43(DE3) (Lucigen) é uma 

variação da cepa BL21(DE3) (Agilent Technologies) que contém mutações 

fenotipicamente selecionadas para conferir tolerância à expressão de proteínas 

tóxicas (WAGNER et al., 2008). Esta cepa apresentou os melhores níveis de 

expressão do NCX-Mj em nosso laboratório até o presente momento, avaliados 

pela fluorescência da GFP e pela massa do pellet de bactérias.  

 

2.3.2 Testes de expressão em E. coli, em meio mínimo M9 e em meio 
mínimo de auto indução  

O enriquecimento isotópico de proteínas para RMN requer a produção da 

proteína recombinante em bactérias E. coli crescidas em meio mínimo contendo 

15N-NH4Cl e 13C-glicose como únicas fontes de nitrogênio e carbono, 

respectivamente. Dessa forma a expressão do NCX-Mj foi realizada em células 

E. coli BL21(DE3) de acordo como a metodologia descrita por Liao e 

colaboradores (2012) com as modificações necessárias para o enriquecimento 

isotópico.  

Os experimentos de transformação para os testes de expressão foram 

realizados de acordo com o protocolo de choque térmico com cloreto de cálcio 
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(STUDIER; MOFFATT, 1986). Apenas uma colônia foi utilizada para a produção 

do pré-inoculo de 5 ml em meio 2xTY (1,6 % (p/v) triptona, 1,0 % (p/v) extrato de 

levedura, 0,5 % (p/v) NaCl) contendo o antibiótico adequado. O pré-inoculo em 

2xTY foi incubado sob agitação constante em shaker a 37 ˚C pelo período de 18 

horas. 

Os testes em pequena escala para adaptação da expressão em meio 

mínimo foram realizados com três concentrações de cloreto de amônio, 2 g/l, 1g/l 

e 0,5 g/l, e em meio mínimo de autoindução que dispensa a adição de IPTG. 

Cada pré-inoculo correspondia a 10 ml de meio de cultura (Tabela 1) e 10 ml 

para meio mínimo de alta indução (STUDIER, 2005). Os pré-inoculos foram 

incubados por 18ºC durante 18 horas.  

 

Tabela 1. Composição do meio mínimo M9 e meio de autoindução utilizados.   

Reagente M9 Meio mínimo de 

autoindução 

Na2HPO4 33.7 mM 33.7 mM 

KH2PO4 22.0 mM 22.0 mM 

NaCl 8.55 mM 8.55 mM 

NH4Cl 0.5 a 2.0 g/l 2 g/l 

Glicose 0.4 % glicose 0.4 % glicose 

MgSO4 1 mM 1 mM 

CaCl2 0.3 mM 0.3 mM 

Tiamina 1 μg 1 μg 

Glicerol Não há 0,5% 

Lactose 

monohidratada 

Não há 0,2% 

pH 7,0 7,0 

 

 Após 18 horas os pré-inóculos foram novamente diluídos à razão de 1:10 

em seus respectivos meios. No caso do meio mínimo de autoindução as células 
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foram mantidas a 37 ºC até que a densidade óptica atingisse 0,6. No caso do 

meio mínimo M9, a indução era realizada pela adição de 0,4 mM de IPTG quando 

a densidade celular medida por espalhamento de luz a 600 nm (DO600) atingia 

0,6-0,8 (ROSENBERG et al., 1987). Após a adição de IPTG as células eram 

incubadas por 18 horas a 16 ºC e sob agitação constante a 200 rpm.  

O nível de expressão do NCX-Mj foi analisado a partir de ensaios de 

SDSPAGE de alíquotas de 1 ml do meio de cultura retiradas após 18 horas de 

indução. Cada alíquota foi centrifugada por 5 minutos a 8000g, sendo o 

sobrenadante descartado, o sedimento congelado a -20ºC, e posteriormente 

ressuspendido em 1 ml de tampão de lise (100 mM Tris-HCl pH 7,0, imidazol 10 

mM, NaCl 100 mM, e 10% de glicerol). Os géis de SDSPAGE foram corados com 

Comassie Brilliant Blue R-250 e por western blotting com anticorpo anti-cauda 

de histidina.  

 

2.3.3 Cultivo em biorreator New Brunswick™ BioFlo®/CelliGen® 115 

 

 O cultivo em larga escala (4 litros) foi realizado em um biorreator New 

Brunswick™ BioFlo®/CelliGen® 115 no laboratório da professora Carla 

Columbano de Oliveira. O biorreator era equipado com um vaso de 5 litros. 

Inicialmente o vaso foi montado e autoclavado contendo a solução de sais M9 

(33,7 mM Na2HPO4, 22,0 mM KH2PO4, 8,55 mM NaCl). Os demais componentes 

(NH4Cl 0,5 g/l, Glicose 0,4 %, MgSO4 1 mM, CaCl2 0,3 mM, Tiamina 1 μg/l) foram 

bombeados após a temperatura ser ajustada para 37ºC. A oxigenação foi 

mantida constante durante todo o cultivo por injeção direta de ar comprimido. O 

pH foi monitorado e mantido em 7 pela adição controlada de uma solução de 10 

M de hidróxido de sódio durante todo cultivo.  

Uma vez que as condições iniciais de temperatura, oxigenação e pH 

encontraram-se estáveis, um pré-inoculo de 400 ml foi centrifugado, 

ressuspenso em 10 ml de meio de cultura e inoculado com o auxílio de uma 

seringa de 20 ml pela parte superior do vaso. A DO600 foi monitorada a cada hora 

até atingir 0,6, neste momento adicionou-se IPTG até a concentração final de 0,4 

mM. O meio de cultura permaneceu sob agitação, e em condições de oxigenação 

e pH constantes por 18 horas a uma temperatura de 16 ºC. Após o fim do cultivo, 
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as células foram centrifugadas por 20 minutos a 8000g, sendo o sobrenadante 

descartado e o sedimento congelado a -20 ºC. 
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2.3.4 Ensaios de solubilização e purificação em pequena escala  
 

Quatro gramas de pellet de bactérias foram ressuspensos em 32 ml de 

tampão A: HEPES 50 mM pH 7,1, contendo 50 mM de NaCl, 12 mM de KCl, 10 

mM de CaCl2, suplementado com 0,1 mg/ml de DNAseI, 0,1 μg/ml de pepstatina, 

1 μg/ml de aprotinina, 1 μg/ml de leupeptina, e 1 mM de PMSF. As bactérias 

suspensas em tampão A foram lisadas por pressão (2500 psi) em uma French 

press. O lisado foi subdividido em onze microtubos, aos quais adicionou-se 

detergente a fim de solubilizar as membranas. Os detergentes escolhidos foram: 

n-Dodecil β-D-maltosídeo (DDM), polietilenoglicol terc-octilfenil éter (Triton X-

100), N-lauroilsarcosinato de sódio (Sarcosil), N-Octil-β-D-Glicopiranosídeo 

(OG), éter de monododecil pentaetilenoglicol (C12E5), éter laurílico de 

tetraetilenoglicol (Brij 30), éter monododecílico de nonaetilenoglicol 

(Poliducanol), N,N-Dimetil-N-dodecil glicina betaína (EMPIGEN), octil 

fenoxipolietoxiletano (Np-40), óxido de N, N-Dimetildodecilamina (LDAO). A 

concentração final de detergente foi de 2 % do volume de lisado (massa:volume). 

O lisado foi incubado com detergente pelo período de 4 horas à temperatura 

ambiente sob agitação constante. Após a solubilização o lisado foi centrifugado 

por 30 minutos a 21.000g para precipitar o material não solubilizado. O 

sobrenadante de cada microtubo foi transferido cuidadosamente para um novo 

microtubo e o sedimento descartado. Alíquotas de 50 µL foram armazenadas 

para posterior quantificação de proteína total solubilizada e western blotting com 

anticorpo anti-cauda de histidina. 

Após incubação do lisado com 2% de detergente de solubilização, o NCX-

Mj deve estar presente no sobrenadante. A fim de isolar o trocador, os 

sobrenadantes foram incubados com 100 µL de resina Ni-NTA Agarose 

(QIAGEN), previamente equilibrada com o tampão A. Os microtubos contendo 

o sobrenadante e a resina de Ni-NTA Agarose (QIAGEN) foram incubados por 4 

horas sobre agitação constante a 25 ºC, posteriormente centrifugados por 10 

minutos a 21.000g. O sobrenadante de cada microtubo foi descartado e a resina 

presente no fundo do microtubo lavada com 1 ml de tampão A contendo 0,2% 

de detergente e 20 mM de imidazol. A eluição do NCX-Mj adsorvido à resina de 

níquel foi realizada através da adição de 200 µL do mesmo tampão com 300 mM 

de imidazol. Terminada a cromatografia as frações coletadas foram 
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armazenadas a 4 ºC para posterior quantificação de proteína purificada pelo 

método do bicinchoninic acid (BCA) e western blotting com anticorpo anti-cauda 

de histidinas. 

 

2.3.5 Expressão em meio mínimo M9  
 

O enriquecimento isotópico de proteínas com 15N e/ou 13C requer a 

produção da proteína recombinante em bactérias E. coli crescidas em meio 

mínimo contendo 15N-NH4Cl e/ou 13C-glicose como as únicas fontes de 

nitrogênio e carbono, respectivamente. Apenas uma colônia da placa de cultura 

de E. coli contendo o plasmídeo da proteína alvo foi utilizada para a produção do 

pré-inoculo de 5 ml em meio de cultura LB contendo o antibiótico kanamicina. O 

primeiro pré-inoculo em meio de cultura LB foi incubado sob agitação constante 

de 270 rpm em um shaker a 37 ˚C por 8 horas. Após este período o primeiro pré-

inoculo foi inoculado em um segundo pré-inóculo de meio-mínimo M9 na razão 

de 1:100. O segundo pré-inoculo foi mantido sob agitação constante de 270 rpm 

em um shaker a 37 ˚C por 18 horas. Este segundo pré-inóculo é necessário para 

a adaptação da E. coli ao isótopo presente no meio mínimo M9. Depois das 18 

horas de incubação, o pré-inóculo foi novamente diluído à razão de 1:10 em meio 

mínimo M9, constituindo-se o volume final. O volume final de cultura foi de 4 litros 

de meio mínimo M9. A indução foi realizada à D.O. = 0,8 com 0,4 mM de IPTG 

por 18 horas a 18 ˚C. As células foram coletadas por centrifugação e o pellet 

armazenado da mesma forma.  

 

2.3.6 Solubilização e Purificação em larga escala utilizando DDM 
 

Vinte gramas de pellet de bactérias foram ressuspensos em 160 ml de 

tampão A (HEPES 50 mM pH 7.1, contendo 50 mM de NaCl, 12 mM de KCl, 10 

mM de CaCl2, suplementado com 0,1 mg/ml de DNAseI, 0,1 μg/ml de pepstatina, 

1 μg/ml de aprotinina, 1 μg/ml de leupeptina, e 1 mM de PMSF) e submetidos à 

lise por pressão a 2500 psi utilizando um instrumento French press. Após a lise 

por pressão, adicionou-se 40 mM de DDM (2 %) ao lisado, e incubou-se por 4 

horas a temperatura ambiente sob agitação constante.  

Após a solubilização o lisado foi centrifugado por 30 minutos a 21.000g 
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para remover o que não foi solubilizado. O NCX-Mj solubilizado foi isolado por 

cromatografia de afinidade em uma coluna Ni-NTA Agarose (QIAGEN) de 5 ml 

previamente equilibrada com tampão A contendo 4 mM de DDM (0,2 %). A 

coluna foi lavada com dez volumes de coluna do mesmo tampão contendo 20 

mM de imidazol. A eluição foi realizada com a utilização de dois volumes de 

coluna do mesmo tampão A contendo 300 mM de imidazol, de forma isocrática. 

As frações eluídas com imidazol foram concentradas em um concentrador 

Amicon Ultra-15 (poros de 100 kDa) (Millipore) para um volume de 2 ml e o 

imidazol teve sua concentração reduzida para 20 mM utilizando uma coluna de 

desalting PD10 (GE), pré-equilibrada com tampão A e 4 mM de DDM. A cauda 

de histidina foi removida incubando-se com trombina (1 U a cada 3 mg de 

proteína) por 12 horas a 4ºC. Após a clivagem com trombina a amostra foi 

reaplicada na coluna de Ni-NTA Agarose (QIAGEN), o flow-through foi coletado, 

concentrado até um volume de 500 µL com um concentrador Amicom Ultra-15 

(100kDa) (Millipore) e aplicado em uma coluna de gel filtração Superdex-200 

(10/300GL) acoplada a um instrumento FPLC AKTA e equilibrada com tampão 

A suplementado com 4 mM de DDM (0,2 %). Utilizou-se fluxo de 0,5 ml/minuto. 

Foram coletadas frações de 2 ml. Terminada a cromatografia as frações foram 

armazenadas a 4ºC. 

 

2.3.7 Solubilização e purificação em larga escala com triton e uréia 
 

 

Vinte gramas de pellet de bactérias foram ressuspendidos em 160 ml de 

tampão A (20mM de Tris pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl), suplementado 

com 0,1 mg/ml de DNAseI, 0,1 μg/ml de pepstatina, 1 μg/ml de aprotinina, 1 

μg/ml de leupeptina, 1 mM de PMSF e 1 mg/ml de lisozima de ovo (Sigma). As 

bactérias foram lisadas por sonicação utilizado um equipamento VCX 500.750 

Watt ultrasonic (Sonics). A sonicação foi realizada pela aplicação de pulsos de 

40 % de potência por 1 segundo seguidos de 3 segundos de descanso, e tempo 

efetivo total de 1 hora. Após a lise por sonicação, adicionou-se 320 ml de tampão 

A contendo 2,5 % de Triton X-100 e 8M de uréia ao lisado, e incubou-se por 12 

horas em temperatura ambiente sob agitação constante.  

Após a solubilização o lisado foi centrifugado por 30 minutos a 21.000g 
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para remover o que não foi solubilizado. O NCX-Mj solubilizado foi isolado por 

cromatografia de afinidade em uma coluna Ni-NTA Agarose (QIAGEN) de 5 ml 

previamente equilibrada com tampão A contendo 2,5 % de Triton X-100 e 8 M 

de uréia. Inicialmente lavou-se a coluna com dez volumes de coluna (CV) de 

tampão A contendo 2,5 % de Trition X-100, 8 M de ureia e 20 mM de imidazol 

para eluir contaminantes ligados inespecificamente. Após a primeira lavagem, o 

NCX-Mj foi eluído de maneira isocratica com três CVs de tampão A contendo 8 

M de ureia e 300 mM de imidazol. A fração eluída foi diluída com o tampão A 

contendo 8 M de ureia para um volume total de 150 ml para reduzir a 

concentração de imidazol) e aplicada em uma coluna de Histrap (GE) de 1ml 

para nova cromatografia de afinidade para remover impurezas restantes. A 

coluna Histrap foi acoplada a um cromatógrafo AKTA FPLC (GE), lavada com 

dez CVs de tampão A contendo 8 M de ureia e 20 mM de imidazol. O NCX-Mj 

foi eluído durante um gradiente de 0 a 100 % de tampão B (20mM de Tris pH 

7,4, contendo 150 mM de NaCl, 8 M de ureia e 500 mM de imidazol). As frações 

eluídas contendo o NCX-Mj foram concentradas até o volume final de 500 l em 

um amicon de 3 kDa, e dialisadas contra 1 litro de tampão A em uma membrana 

de 3 kDa para retirar a uréia presente na amostra provocando, assim, a 

precipitação do trocador. O refolding do NCX-Mj foi realizado solubilizando-se o 

trocador em 1 ml de tampão A contendo 2 % de DDM ou 2 % de DDM e lecitina 

de ovo. A amostra foi então centrifugada a 18000g por 30 min e o sobrenadante 

foi aplicado em uma coluna de gel filtração Superdex 200 (10/300) acoplada a 

um Akta FPLC (GE). A coluna de gel filtração foi previamente equilibrada como 

tampão A contendo 0,02 % de DDM  

 

2.3.8 Solubilização e purificação com sarcosil 
 

Vinte gramas de pellet de bactérias foram ressuspendidos em 160 ml de 

20 mM de Tris pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl, 0,1 mg/ml de DNAseI, 0,1 

μg/ml de pepstatina, 1 μg/ml de aprotinina, 1 μg/ml de leupeptina, 1 mM de PMSF 

e 1 mg/ml de lisozima de ovo (Sigma). As bactérias suspensas em tampão de 

lise foram lisadas por sonicação utilizando um equipamento VCX 500,750 Watt 

ultrasonic (Sonics), pela aplicação de pulsos com 40 % de potência e duração 
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de 1 segundo seguidos por intervalos de 3 segundos, e tempo efetivo total de 1 

hora. Após a lise por sonicação, adicionou-se 3% (massa:volume) de N-

lauroilsarcosinato de sódio (sarcosil) ao lisado, e incubou-se por 12 horas a 

temperatura ambiente sob agitação constante. Após a solubilização, o lisado foi 

centrifugado por 30 minutos a 21000g para remover o que não foi solubilizado. 

O NCX-Mj presente no sobrenadante foi isolado por cromatografia de afinidade 

em uma coluna Ni-NTA Agarose (QIAGEN) de 5 ml previamente equilibrada com 

tampão A (20mM de Tris pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl e 0,5 % de sarcosil). 

A coluna foi lavada com dez CVs de tampão A contendo 20 mM de imidazol 

para eluir os contaminantes fracamente ligados, e o NCX-Mj foi eluido de 

maneira isocrática utilizando-se três CVs de tampão A contendo 300 mM de 

imidazol. As frações eluidas foram diluídas com tampão A para um volume total 

de 150 ml para reduzir a concentração de imidazol e aplicadas em uma coluna 

de Histrap (GE) de 1 ml para nova cromatografia de afinidade pela cauda de 

histidinas. A coluna foi acoplada em um cromatógrafo AKTA FPLC, e lavada com 

dez CVs de tampão A contendo 20 mM de imidazol. O NCX-Mj foi eluído durante 

um gradiente de 0 a 100 % de tampão A contendo 500 mM de imidazol. As 

frações contendo o NCX-Mj foram reunidas, o tampão foi trocado pelo tampão A 

para remover o imidazol, e a amostra concentrada até o volume final de 500 l, 

quantificada pela medida de absorbância a 280 nm e armazenada a 4ºC para 

posterior análise por gel filtração analítica e RMN. 

 

2.4.9 Solubilização e purificação com sarcosil e DDM 
 

Vinte gramas de pellet de bactérias foram ressuspendidos em 160 ml de 

20 mM Tris pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl, 0,1 mg/ml de DNAseI, 0,1 μg/ml 

de pepstatina, 1 μg/ml de aprotinina, 1 μg/ml de leupeptina, 1 mM de PMSF e 1 

mg/ml de lisozima de ovo (Sigma). As bactérias suspensas em tampão de lise 

foram lisadas por sonicação conforme descrito acima. Após a lise por sonicação, 

adicionou-se 3% (massa:volume) de sarcosil ao lisado, e incubou-se por 12 

horas à temperatura ambiente sob agitação constante. Após a solubilização, o 

lisado foi centrifugado por 30 minutos a 21000g para remover o que não foi 

solubilizado. O NCX-Mj presente no sobrenadante foi isolado por cromatografia 
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de afinidade em uma coluna Ni-NTA Agarose (QIAGEN) de 5 ml previamente 

equilibrada com tampão A (20mM de Tris pH 7,4 contendo 150 mM de NaCl e 

0,5 % sarcosil). A coluna foi lavada com dez CVs de tampão A contendo 20 mM 

de imidazol para eluir os contaminantes fracamente ligados, e o NCX-Mj foi 

eluido de maneira isocrática utilizando-se três CVs de tampão A contendo 300 

mM de imidazol. As frações eluidas foram diluídas com tampão A para um 

volume total de 150 ml (redução da concentração de imidazol) e aplicadas em 

uma coluna de Histrap (GE) de 1ml para nova cromatografia de afinidade pela 

cauda de histidinas. A coluna foi acoplada em um cromatógrafo AKTA FPLC, 

lavada com dez CVs de tampão A contendo 20 mM de imidazol e 0,5 % sarcosil. 

O sarcosil foi trocado por DDM durante a lavagem da coluna com um tampão A 

contendo 2 % de DDM, em seguida o NCX-Mj foi eluido durante um gradiente de 

0 a 100 % de tampão A contendo 500 mM de imidazol e 0,5 % de DDM. As 

frações contendo o NCX-Mj foram reunidas e o tampão foi trocado pelo tampão 

A contendo 0,5 % de DDM para remover o imidazol, em seguida a amostra foi 

concentrada por ultrafiltração até o volume final de 500 l, quantificada pela 

medida de absorbância a 280 nm e armazenada a 4ºC para posterior análise por 

gel filtração. A cromatografia de gel-filtração foi realizada em uma coluna 

Superdex 200 (10/300) previamente equilibrada com 0,3 % de DDM; o pico 

correspondente ao trocador foi concentrado por ultrafiltração e analisado por 

RMN. 

 

2.3.10 Reconstituição em lipossomos 
 

 O trocador NCX-Mj foi reconstituído em lipossomos pelo método de 

adsorção hidrofóbica utilizando Bio-Beads™ SM-2 Resin ( RIGAUD et al., 1998; 

WANG; TONGGU, 2015, ANGIULLI et al., 2020). Um filme lipídico foi preparado 

utilizando-se 1,73 mg de cardiolipina, 0,66 mg de Dihexadecil fosfato, 38,8 mg 

de lecitina de ovo dissolvidos em 2 ml de clorofórmio e acondicionados em um 

tubo de ensaio de vidro de volume total de 10 mL. O clorofórmio foi evaporado 

utilizando-se um fluxo constante de nitrogênio gasoso. Possíveis resquícios de 

clorofórmio foram removidos sob vácuo por 2 horas. O filme lipídico seco foi 

hidratado com 975 L de solução interna (10mM de MES pH 6,5, 120 mM de 

NaCl, 30 mM de KCl, 1 M de CaCl2) e 100 L do detergente pentaethylene 
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glycol monododecyl ether (C12E5). Esta solução foi mantida `a temperatura 

ambiente até adquirir um aspecto translucido indicando solubilização das 

vesículas. Em seguida adicionamos 2,5 M de CalciumGreen como sonda 

fluorescente de Ca2+, e 200 g do trocador NCX-Mj previamente purificado em 

DDM. 

 A mistura lipídeos/detergentes/proteína foi incubada por 2,5 horas a 4ºC 

com 1,4 gramas de Bio-Beads™ SM-2 previamente equilibrados com a solução 

interna em uma coluna de plástico de volume total de 5 mL. A função do Bio-

beads é remover o detergente e permitir a formação de lipossomos contendo o 

trocador incorporado. A eluição dos lipossomos ocorreu por centrifugação da 

coluna contendo Bio-Beads a 800g por 10 minutos. Os lipossomos contendo 

NCX-Mj foram incubados novamente com Bio-Beads, e coletados por 

centrifugação para garantia da total remoção dos detergentes apenas mudando 

e tempo final de incubação para 30 minutos. 

 Para a formação de vesículas pequenas unilamelares (small unilamellar 

vesicles - SUVs) os lipossomos contendo NCX-Mj foram submetidos a 10 ciclos 

de congelamento e descongelamento rápido utilizando gelo seco e etanol 

(congelamento) e água fervente (descongelamento). Cada ciclo consistiu em 

incubação por 30 segundos em gelo seco e etanol e posterior descongelamento 

em água fervente por 10 segundos. 

 A troca do meio externo e remoção da sonda CalciumGreen externa foi 

realizada pela passagem dos lipossomos contendo o trocador NCX-Mj em uma 

coluna de 3 mL de resina G-25 previamente equilibrada com solução externa 

(10mM de MES pH 6,5, 120 mM de NMDG+, 30 mM de KCl, 1 M de CaCl2). 

 

2.3.11 Medida da atividade de transporte do trocador NCX-Mj incorporado 
em lipossomos   
 

Os experimentos de fluorescência para medir a atividade do trocador 

NCX-Mj incorporado em lipossomos foram realizados em um espectrofluorímetro 

F-7100 da empresa Hitachi no laboratório da professora Dr. Iolanda Midea 

Cuccovia. Em uma cubeta de quartzo de 2 mL contendo 1 mL da solução externa 

(10 mM de MES pH 6,5, 120 mM de NMDG+, 30 mM de KCl, 1 M de CaCl2) foi 

adicionado 100 L de lipossomos contendo o trocador NCX-Mj e a leitura da 
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fluorescência foi acompanhada até que o sistema entrasse em equilíbrio 

(aproximadamente 60 segundos). Os lipossomos continham a solução interna 

conforme descrito acima e CalciumGreen (10mM de MES pH 6,5, 120 mM de 

NaCl, 30 mM de KCl, 1 M de CaCl2). A entrada de Ca2+ foi induzida pela adição 

manual de 33 M de CaCl2 na solução externa e a fluorescência foi monitorada 

por 10 minutos. Para confirmar que a variação da fluorescência era resultante da 

atividade do trocador adicionou-se 30 M de SEA0400 (Sigma) ou 1 mM de 

NiCl2, que são descritos como inibidores dos NCX eucarióticos (MATSUDA et 

al., 2001; NAGY et al., 2014). As medidas cinéticas foram realizadas utilizando-

se ex = 485 nm e em = 525 nm sob agitação a 25 °C. 

 Para verificar a incorporação de CalciumGreen nos lipossomos adicionou-

se, em uma cubeta de quartzo de 2 mL, 1 mL da solução externa (10 mM de 

MES pH 6,5, 120 mM de NMDG+, 30 mM de KCl, 1 M de CaCl2) e 100 L de 

lipossomos contendo o trocador NCX-Mj. Em seguida a fluorescência foi 

monitorada (ex = 485 nm e em = 500 a 650 nm) até que o sistema entrasse 

em equilíbrio (aproximadamente 60 segundos). Os lipossomos foram rompidos 

pela adição de 0,5 % de Triton X-100 na presença de 33 M de CaCl2. Espectros 

de fluorescência foram obtidos sob agitação e à temperatura de 25 °C.  
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2.3.12 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) 
 

 Os géis de SDS-PAGE foram baseados no protocolo de Laemmli et al 

1970 (LAEMMLI, 1970). As amostras foram preparadas utilizando um tampão 2X 

que consistia em 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% de SDS, 25% de glycerol, 0,01% 

de azul de bromofenol, 5% de -mercaptoetanol, e posteriormente incubadas por 

1 hora a temperatura ambiente para evitar a precipitação no caso do NCX-Mj. A 

eletroforese foi realizada em um sistema de mini-gel da BioRad, com corrente de 

25 mA constante por no mínimo 90 minutos. Após o fim da corrida, os géis foram 

corados com uma solução de 0,1 % de azul de coomassie R250 em 10 % de 

ácido acético e 50 % de metanol por 2 horas, e posteriormente descorados com 

uma solução de 10 % de ácido acético e 50 % de metanol.  

 

2.3.13 Western blotting 
 

Amostras resolvidas por SDS-PAGE foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose. Padrões de massa molecular pré-corados (Range, 

Bio-Rad) foram utilizados para verificação da massa molecular das bandas 

reconhecidas. A transferência foi realizada através de eletroforese semi-seca 

para membrana de nitrocelulose em um aparelho de transferência semi-seca 

(GE). Utilizou-se tampão de transferência que consistia em Tris 48 mM pH 8,8, 

glicina 38 mM, etanol 20 % e SDS 0,037 %. Um pedaço de papel de 9,5 cm x 

5,5 cm e 3 mm de altura foi colocado embaixo da membrana de nitrocelulose de 

9,0 cm x 5,0 cm, previamente banhada em tampão de transferência. O gel de 

SDS-PAGE foi colocado em cima da membrana, e acima deste foi colocado outro 

pedaço de papel de 9,5 cm x 5,5 cm e 3 mm de altura. Os pedaços de papel 

foram umedecidos com o tampão de transferência. A transferência ocorreu por 

2 horas a 60 mA quando foi possível visualizar que o padrão de peso molecular 

pré-corado migrou do SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, indicando 

que as proteínas de interesse também foram transferidas. Também se confirmou 

a transferência pela utilização de coloração com Ponceau S (Ponceau S: 0,1 % 

w/v em 1 % de ácido acético). Para evitar a interação inespecífica do anticorpo 

com regiões da membrana de nitrocelulose, esta foi bloqueada com leite em pó 
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desnatado MOLICO (Nestlé) 5% (p/v) diluído em tampão TBS (Tris 50 mM pH 

8,0, NaCl 0,15 M) com Tween-20 0,05 % (TBS-T) por 1 hora à temperatura 

ambiente. Posteriormente a membrana foi incubada por 18 horas a 4ºC com o 

anticorpo anti-histag acoplado a fosfatase alcalina (Sigma Aldrich) na diluição 

1:4000 em TBS-T. As membranas foram, então, novamente lavadas (3 vezes 

por 5 minutos com TBS-T), três vezes por 5 minutos com TBS e incubadas com 

tampão Tris-HCl 100 mM pH 9,5 contendo 100 mM de NaCl e 5 mM de MgCl2 

por 20 minutos. Adicionou-se, em seguida, 10 ml de tampão para fosfatase 

alcalina 100 mM Tris-HCl, pH 9,5 contendo 100 mM de NaCl, 5 mM de MgCl2, 

80 µl de BCIP (20 mg/ml em 100 % dimetil formamida) e 60 µl de NBT (50 mg/ml 

em 70% de dimetil formamida). A membrana foi aquecida a 37°C até que as 

bandas pudessem ser visualizadas  

 

2.3.14 Quantificação de proteínas  
 

 As quantificações de proteína total dos extratos foram realizadas 

utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). A 

concentração de NCX-Mj foi quantificada pela medida de absorbância a 280 nm 

em um espectrofotômetro NanoDrop One/One (Thermo Fisher Scientific). 

Utilizou-se coeficiente de extinção molar 280 = 36900 M-1cm-1.  

 

2.3.15 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
 

Os experimentos de RMN com as amostras do trocador NCX-Mj foram 

realizados em um espectrômetro Bruker Avance III equipado com uma sonda 

resfriada TCI e operando à frequência de 800 MHz para o núcleo de hidrogênio. 

Os espectros de correlação (1H) – (15N) foram adquiridos segundo 

metodologia descrita por (MORI et al., 1995) (HSQC) ou por (PERVUSHIN et al., 

1997) (TROSY). Todos os espectros foram processados com NMRPipe, em 

geral utilizou-se uma função cosseno nas duas dimensões para apodização, e 

completou-se com zeros até dobrar o número de pontos. Todos os espectros 

foram analisados com CcpNmr Analysis v2 (VRANKEN et al., 2005) para a 
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visualização e sobreposição. 

2.4. Resultados e Discussão 

NCX-Mj é uma proteína de dez hélices transmembranares. Um gene 

sintético contendo a sequência de DNA que codifica para NCX-Mj foi adquirido 

comercialmente e clonado no vetor pGGS1, um pET24a modificado para 

expressar a proteína de interesse em fusão com 9 histidinas no C-terminal e um 

sítio de trombina. O mesmo gene foi também clonado no vetor pWarf(+) para 

expressão do NCX-Mj em fusão com uma hélice transmembranar de glicoforina 

seguida pela GFP (green fluorescent protein) (NCX-Mj-GFP) (BESSERER et al., 

2012). Dessa forma, a expressão do NCX-Mj foi acompanhada pela medida da 

fluorescência da GFP. O vetor pWarf(+) contém uma sequência de 8 histidinas 

no C-terminal da GFP para facilitar a purificação por cromatografia de afinidade, 

e dois sítios de clivagem para remover a GFP: um sítio da protease TEV 

(Tobacco Etch Virus) seguido por um sítio para HRV3C (Figura 31) ( ULLAH et 

al., 2016 ; VERGIS; WIENER, 2011).  

 

 

Figura 31. Esquema das construções NCX-Mj e NCX-Mj-GFP. TEV: Tobacco Etch 
Virus; HRV3C: Human rhinovirus 3C protease; GPA: Glicoforina A; GFP: Proteína 
Fluorescente verde; His: cauda de oito ou nove histidinas.  

 

Inicialmente, testamos a expressão das duas construções NCX-Mj e NCX-

Mj-GFP em meio mínimo M9 com o objetivo de decidir qual seria a construção 
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mais promissora. O resultado (dados não mostrados) indica que ambas as 

construções são expressas em E. coli C43 em níveis similares. Assim, decidimos 

focar na construção NCX-Mj porque não haveria a necessidade de clivar o tag 

de GFP. 

Como a concentração de 15NH4Cl utilizada para enriquecer proteínas 

isotopicamente com 15N impacta significativamente o custo de produção da 

amostra, testamos três diferentes concentrações de cloreto de amônio: 2, 1 e 0,5 

g/l em meio mínimo M9 (Figura 32), e comparamos com o nível de expressão 

obtido no meio mínimo de autoindução (A.I.) que tem como característica a 

indução de forma lenta e gradual uma vez que o indutor é a lactose já presente 

inicialmente no meio (veja a Tabela 1).  

 
 

Figura 32. – Western blotting para detectar a expressão do NCX-Mj clonado no 
vetor pGGS1. Foram testadas três condições de expressão distintas em meio 
mínimo, e o meio mínimo de autoindução (A.I.). O western blotting foi realizado 
utilizando anticorpo monoclonal anti-cauda de histidinas. A quantidade de proteína 
total (2 mg/ml) aplicada em cada canaleta foi mantida constante para comparação 
dos resultados. 

 

Não se observou, através de ensaios de western-blotting, expressão do 

NCX-Mj no meio mínimo de autoindução, porém observou-se expressão em 

meio mínimo M9 (Figura 32). Embora tenha sido observada a expressão do 

trocador em M9 (Figura 32), não se observou diferenças claras entre os níveis 

de expressão nas diferentes concentrações de cloreto de amônio usadas. Esta 
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observação sugere que, a diferença no nível de expressão em função da 

concentração de cloreto de amônio na faixa utilizada (0.5 a 2 g/l), é muito 

pequena para ser detectada por western-blotting. Consistente com esta 

hipótese, a massa final de bactérias não apresentou variação significativa, o que 

pode ser um forte indicativo de que a disponibilidade de nitrogênio não é limitante 

para a expressão do trocador, ao menos no caso de concentrações de NH4Cl 

maiores que 0,5 g/l.  

Uma vez observado que é possível produzir o NCX-Mj em meio mínimo 

M9 com 0,5 g/l de cloreto de amônio, o próximo passo foi aumentar a escala de 

cultivo utilizando um biorreator New Brunswick™ BioFlo®/CelliGen® 115 (Figura 

33). A vantagem da utilização do biorreator é a possibilidade de controlar 

simultaneamente o pH, oxigenação e temperatura, o que não é possível de ser 

feito de maneira eficiente em erlenmeyers de 2 litros (utilizados nos primeiros 

testes de indução). Além disso, o biorreator permite um cultivo mais eficiente pois 

é possível produzir os 4 litros de cultura em um único recipiente aumentando, 

assim, a homogeneidade da cultura. 

 

 

Figura 33. - Biorreator New Brunswick™ BioFlo®/CelliGen® 115 utilizado para 
produção de NCX-Mj. 
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A padronização da expressão do NCX-Mj no reator New Brunswick™ 

BioFlo®/CelliGen® 115 demandou um mês de testes dada a complexidade da 

montagem do sistema e a adaptação da metodologia inicialmente padronizada 

para erlenmeyers de 2 litros. O rendimento do pellet bacteriano foi de 2,5 gramas 

por litro em erlenmeyers de 2 litros e 5 gramas por litro no biorreator, o que 

representa um aumento considerável na produção do trocador.  

Uma vez que as dificuldades de expressão foram superadas com a 

indução lenta, o próximo fator limitante foi a escolha do detergente a ser utilizado 

para a solubilização da fração de membrana e para a purificação do trocador. 

Cada detergente apresenta características distintas que interferem no grau de 

enovelamento da proteína de membrana e, consequentemente, na capacidade 

de extração da proteína da membrana e na qualidade dos espectros de RMN. 

Adicionalmente, o tamanho do agregado proteína-detergente é outro fator 

limitante, pois quanto maior a micela, mais rápida será a relaxação da 

magnetização transversal (T2), mais largos os sinais e menor a resolução 

espectral. Dessa forma, realizamos testes de purificação do NCX-Mj em pequena 

escala variando o detergente de solubilização. 

Na Figura 34 podemos observar o resultado da solubilização do NCX-Mj 

com diferentes detergentes. Os detergentes testados foram: n-Dodecil β-D-

maltosídeo (DDM), polietilenoglicol terc-octilfenil éter (Triton X-100), N-

lauroilsarcosina (sarcosil), n-Octil-β-D-Glicopiranosídeo (OG), Pentaetilenoglicol 

monododeciléter (C12E5), éter laurílico de tetraetilenoglicol (Brij 30), éter 

monododecílico de nonaetilenoglicol (Poliducanol), N,N-Dimetil-N-dodecil glicina 

betaína (EMPIGEN), octil fenoxipolietoxiletano (Np-40), oxido de N, N-

dimetildodecilamina (LDAO). Utilizou-se uma concentração de 2% 

massa/volume de detergente para extrair o trocador da membrana e corpos de 

inclusão. 
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Figura 34- – Western-blotting mostrando o teste de solubilização do NCX-Mj (seta preta) 

em diferentes detergentes. A:DDM, B:Triton X-100, C: sarcosil, D:OG, E:C12E5, F:Brij 
30, G:Poliducanol, H:EMPIGEN, I:Np-40, J:LDAO. O western-blotting foi realizado com 
anticorpo anti-cauda de histidinas.  

  

Este teste mostrou que dentre os detergentes testados DDM é o melhor 

para solubilizar o NCX-Mj presente no lisado (coluna A) seguido pelo NP-40 

(coluna I) e Triton X-100 (coluna B) (Figura 34). Estas observações são 

compatíveis com dados descritos por Liao et al., 2012, que também utilizou DDM 

para solubilizar o NCX-Mj.  

Após a solubilização com detergentes, o trocador foi isolado por 

cromatografia de afinidade em resina de Ni2+. Durante esta etapa a 

concentração de detergente foi reduzida para um nível próximo à concentração 

micelar crítica (CMC) de cada detergente. A Figura 35 apresenta o resultado do 

teste de purificação do NCX-Mj solubilizado com diferentes detergentes por 

cromatografia de afinidade. Utilizou-se um total de 0,2 % massa/volume de 

detergente. Dentre os 10 detergentes testados, cinco (DDM, OG, C12E5, 

poliducanol e NP-40) favoreceram a ligação do trocador à resina de NI-NTA 

agarose. A melhor interação com a resina pode estar diretamente relacionada 

ao grau de exposição da cauda de histidina no complexo detergente/proteína. 

Observa-se que o DDM (Figura 35) foi o melhor detergente para permitir 

adsorção do NCX-Mj à resina Ni-NTA agarose. Contudo é importante salientar 

que OG, C12E5, poliducanol e NP-40 apresentaram eficiências semelhantes 
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entre si e poderiam ser candidatos a uma variação do protocolo clássico de 

purificação do NCX-Mj.  

 

Figura 35- - Teste de purificação do NCX-Mj (seta preta) por cromatografia de afinidade 
em resina Ni-NTA agarose na presença de diferentes detergentes. A: DDM, B:Triton X-
100, C: sarcosil, D:OG, E:C12E5, F:Brij 30, G:Poliducanol, H:EMPIGEN, I:Np40, 
J:LDAO, K: Sem detergente. O western blotting foi realizado com anticorpo anticauda 
de histidinas.  

Estes testes mostraram que dentre todos os detergentes testados, DDM 

foi o melhor tanto para extrair a proteína da membrana (solubilizar) (Figura 34) 

como para facilitar adsorção à resina Ni-NTA (Figura 35). As razões que 

explicam a melhor eficiência do DDM podem estar relacionadas ao número de 

carbonos na cadeia acila. O DDM apresenta uma porção hidrofóbica de 12 

carbonos, sendo mais longo que os demais cujas cadeias acila variam de 8 a 10 

carbonos, com exceção do C12E5. O motivo pelo qual, apesar de possuir o 

mesmo número de carbonos na cadeia acila, o C12E5 não apresentou eficiência 

similar ao DDM pode estar relacionado à cabeça polar. O DDM apresenta uma 

maltose na cabeça polar, enquanto o C12E5 apresenta pentaetileno glicol, que 

talvez não forneça um suporte tão eficiente para o NCX-Mj quanto a maltose. 

Adicionalmente à detecção do NCX-Mj por western-blotting (Figura 35), 

quantificamos a proteína total por BCA (Figura 36).  
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Figura 36- Resultado da quantificação de proteína total por BCA do eluido na presença 
de detergente. A:DDM, B:Triton X-100, C: sarcosil, D:OG, E:C12E5, F:Brij 30, 
G:Poliducanol, H:EMPIGEN, I:Np-40, J:LDAO.K: Sem detergente 

Comparando-se os dados de quantificação de proteína total por BCA 

(Figura 36) com o experimento de western blotting (Figura 35) observa-se que 

as amostras que apresentam maior concentração de proteína total purificada 

não apresentam, necessariamente, maior quantidade de NCX-Mj. Deste modo, 

a quantificação da proteína total não é um bom indicativo de eficiência do 

processo de purificação. Infelizmente um gel de SDSPAGE para mostrar que as 

amostras com maior quantidade de proteína total também possuem maior 

quantidade de contaminantes não foi realizado. 

A Figura 37 A-B apresenta o resultado de purificação em coluna de gel 

filtração Superdex 200 (10/300) na presença de 0,2 % de DDM, podemos 

observar três picos de intensidades diferentes no cromatograma. O pico 

majoritário encontra-se em aproximadamente 11 mL, e a presença do trocador 

NCX-Mj foi confirmada por SDS-PAGE (Figura 37 B). Observa-se também um 

segundo pico em aproximadamente 16 mL e um terceiro pico em 25 mL no final 

da coluna advindo da presença de imidazol. O formato do primeiro pico indica 

alta polidispersidade, pois o mesmo tem uma base larga 9-15 mL. As frações 

separadas por cromatografia de gel filtração foram reunidas e concentradas em 

um Amicom Ultra-15 com cutoff de 100 kDa até o volume de aproximadamente 

200 µL. Esta amostra foi quantificada através da medida de absorbância a 280 

nm, e a concentração de NCX-Mj foi de aproximadamente 70 µM. Esta amostra 
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foi utilizada para a aquisição de espectros de RMN. Apesar de que a expressão 

foi realizada em quatro litros de meio de cultura, a concentração da amostra 

obtida era muito baixa, consequentemente o espectro de 1H-15N HSQC foi 

adquirido com acúmulo de 256 transientes. Mesmo assim, este espectro obtido 

a 800 MHz apresentou baixa razão sinal/ruído (Figura 37 C). A baixa razão 

sinal/ruído pode ser atribuída à concentração baixa do trocador, 70 M, em 

combinação com o grande tamanho do complexo com DDM, aproximadamente 

100 kDa sendo 34 kDa correspondentes ao NCX-Mj e 72 kDa à micela de DDM 

(STROP; BRUNGER, 2005).  

 

Figura 37. A) Cromatografia de gel filtração de NCX-Mj realizada na presença de 4 mM 
de DDM; B) SDS-PAGE do pico majoritário (seta vermelha) confirmando a presença do 
trocador NCX-Mj (seta vermelha); C) Espectro de 1H-15N HSQC da amostra purificada 
adquirido a 800 MHz e 27 0C, com acúmulo de 256 transientes, e uma matriz de 
1024x111 pontos complexos. A dimensão de aquisição foi multiplicada por uma função 
de decaimento exponencial (LB) com largura de linha de 40 Hz e estendida para 2048 
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pontos complexos. A dimensão indireta foi multiplicada por uma função cosseno e 
estendida para 256 pontos complexos. 

 

Como a amostra de NCX-Mj obtida apresentou baixo rendimento, 

testamos a expressão da construção do trocador em fusão com GFP. A presença 

da GFP no C-terminal de NCX-Mj poderia estabilizar a proteína, o 

posicionamento da cauda de oito histidinas no C-terminal da GFP favoreceria a 

interação da proteína com a resina, e a GFP poderia ser removida com proteases 

de alta eficiência como TEV e HRV3C.  

Os protocolos de expressão e lise foram iguais aos utilizados para a 

expressão e purificação da construção clonada no vetor pGGS1, e como já 

tínhamos a informação de qual detergente (ver Figura 35) era mais eficiente, 

realizamos a solubilização do lisado com 2% de DDM em uma coluna TALON 

(afinidade à cauda de histidinas) para purificação. A concentração de DDM foi 

reduzida para 0,03% durante a eluição com imidazol (Figura 38). O resultado da 

purificação no que tange ao rendimento e grau de pureza da amostra foi similar 

àquele obtido com a construção que não tinha GFP. 

Após a etapa de purificação realizamos dois testes para determinar 

características uteis para a padronização da purificação. O primeiro teste foi de 

termo-estabilidade, em que incubamos a amostra purificada em diferentes 

temperaturas de 4ºC a 80ºC por 10 minutos, e retiramos alíquotas para um gel 

de eletroforese (Figura 38 C-D). O resultado deste teste indicou que a fusão 

NCX-Mj-GFP purificada é estável frente `a precipitação até 70 ºC na presença 

de 0,03% de DDM o que é interessante, pois os estudos por RMN são realizados 

muitas vezes em temperaturas maiores que 25 ºC. O segundo teste realizado foi 

a clivagem com TEV e HRV3C. Observamos que as duas proteases promovem 

o aparecimento de uma banda de aproximadamente 30 kDa compatível com o 

esperado para o trocador, 34 kDa (Figura 38 C). Aparentemente TEV 

demonstrou maior eficiência (75 % de clivagem) que HRV3C (25 % de clivagem), 

uma vez que se observou redução maior da intensidade da banda 

correspondente à fusão (Figura 38 C), porém a protease HRV3C parece ter uma 

especificidade maior o que pode ser visualizado pela presença de duas bandas, 

uma para a GFP e outra para o NCX-Mj. De forma geral o protocolo para 
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expressão e purificação do NCX-Mj-GFP ainda apresenta um rendimento muito 

baixo para ser considerado viável para estudos de RMN.  

 

 

Figura 38. Purificação do trocador NCX-Mj-GFP. Géis de SDS-PAGE corados com 
comassie R-250 (esquerda) ou observados sobre uma lâmpada azul para detectar a 
fluorescência da GFP (direita). As setas vermelhas indicam a banda do trocador 
fusionado, enquanto as setas azul e verde indicam a banda do trocador e da GFP, 
respectivamente, após clivagem com TEV. A) Frações eluídas da coluna Talon por 
adição de concentrações crescentes de imidazol na presença de 0,03% de DDM, e 
lavagem com diferentes volumes de coluna (CV); B) Teste de termo-estabilidade na 
presença de 0,03% de DDM; C) Teste de clivagem com TEV protease e HRV3C na 
presença de 0,03% de DDM.  
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De forma geral a taxa de expressão do trocador nas condições testadas 

foi muito baixa para RMN. Possivelmente isso se deve ao fato de que se trata de 

uma proteína de membrana com 10 hélices transmembranares. A fim de 

melhorar o rendimento da preparação testamos alterações no protocolo de 

purificação do NCX-Mj. A primeira alteração foi solubilizar o trocador presente no 

lisado por desnaturação com 8 M de ureia na presença de 2,5 % de Triton X-

100. A amostra solubilizada na presença de uréia e Triton foi incubada com 

resina de níquel em batch, e o NCX-Mj foi eluído com imidazol na presença de 

uréia 8 M. O tampão foi trocado para retirar o imidazol, e a amostra foi novamente 

aplicada na coluna de níquel, desta vez utilizando um sistema FPLC. Observa-

se nas Figura 39 A-B que o trocador NCX-Mj eluiu em um único pico durante a 

segunda cromatografia de afinidade em resina de níquel na presença de 8 M de 

uréia. A banda observada no gel de SDS-PAGE corresponde à massa aparente 

de aproximadamente 25 kDa enquanto a massa esperada era de 34 kDa. No 

entanto, a identidade do trocador foi confirmada por western blotting utilizando 

anticorpos monoclonais anti-histag (dado não mostrado). A fim de reenovelar o 

trocador NCX-Mj após a purificação, a única alternativa bem-sucedida foi retirar 

a uréia por diálise e em seguida solubilizar o precipitado resultante com 

concentrações elevadas de DDM ou DDM e lecitina de ovo. Esta solubilização 

nunca foi totalmente efetiva. Experimentos de cromatografia de gel filtração 

mostrados nas Figura 39 A-B indicam que a proteína na presença de 2% de 

DDM foi incluída na resina de Superdex 200. No entanto, os picos não são 

monodipersos e parecem indicar a presença de mais de uma forma da proteína. 

De todo modo, estes testes mostraram que a eficiência de adsorção na resina 

de níquel durante a primeira etapa de purificação é crítica para melhorar o 

rendimento da preparação. Esta etapa é bastante crítica no caso de proteínas 

de membrana pois o detergente utilizado para solubilização da proteína de 

membrana pode atrapalhar a imobilização da proteína na resina de níquel. 
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Figura 39. Purificação de NCX-Mj utilizando 8 M de ureia e 2,5 % de Triton X-100 
para solubilização, e re-enovelamento com DDM ou DDM-lecitina. A) Segunda 
cromatografia de afinidade do trocador em coluna Histrap (GE) de 1ml. A eluição foi 
realizada com um gradiente de 0-500 mM de imidazol. B) SDS-PAGE 12% das frações 
da purificação do trocador NCX-Mj por afinidade. C) Cromatografia de gel-filtração 
analítica em coluna Superdex 200 (10/300) para avaliação do processo de refolding na 
presença de 2 % de DDM. D) Cromatografia de gel-filtração analítica em coluna 
Superdex 200 (10/300) para avaliação do processo de refolding na presença de 2 % de 
DDM e lecitina de ovo no tampão 20mM Tris pH 7,4 contendo 150 mM de NaCl. 

 

A segunda estratégia testada consistiu em utilizar 2 % de sarcosil ao invés 

de DDM, ou uréia e Triton, para solubilizar o lisado bacteriano. Devido à 

presença de carga negativa na cabeça polar, este detergente possui alta CMC e 

forma micelas pequenas, o que permitiria trocá-lo por outros detergentes por 

simples ultrafiltração e diluição conforme descrito por Mineev e colaboradores 

(MINEEV et al., 2015).  

A purificação do NCX-Mj utilizando sarcosil para solubilização é mostrada 

na Figura 40. A segunda cromatografia de afinidade em resina de níquel resultou 

em um único pico que eluiu em aproximadamente 15 % de imidazol (75 mM de 

imidazol), correspondente a uma banda com massa aparente de 25 kDa e outra 

acima 66 kDa no gel de SDS-PAGE (Figura 40 A-B). A banda de 25 kDa é 
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compatível com purificações anteriores (Figura 39), porém a banda de 66 kDa 

poderia ser um agregado, ou um efeito de arraste decorrente da presença de 

sarcosil. A amostra de NCX-Mj em sarcosil foi avaliada por espectros de 1H-15N 

TROSY e por gel-filtração analítica em uma coluna Superdex 200 (10/300), 

previamente equilibrada com 0,5 % de sarcosil. O cromatograma gel filtração 

apresentou dois picos majoritários, em 19 mL e 22 mL. O espectro 1H-15N. 

TROSY é mostrado na Figura 41.   

 

Figura 40  Purificação de NCX-Mj utilizando sarcosil para solubilização. A) 
Segunda cromatografia de afinidade do trocador em coluna Histrap (GE) de 1ml A 
eluição foi realizada com um gradiente de 0-500 mM de imidazol B) SDS-PAGE 12% 
das frações coletadas em A. C) Cromatografia de gel-filtração analítica em uma coluna 
Superdex 200 (10/300) para avaliação do estado de agregação na presença de 0,5 % 
de N-lauroilsarcosinato de sódio em 20 mM de tampão Tris pH 7,4, contendo 150 mM 
de NaCl. 

  



94 
 

 

Figura 41. Espectros de NCX-Mj A) Espectros de 1H-15N TROSY do trocador NCX-Mj 
na presença de 0,5 % de sarcosil. Espectro de 1H-15N TROSY da amostra purificada 
adquirido a 800 MHz e a 35 0C, com acúmulo de 16 transientes, e uma matriz de 2048x 

256 pontos complexos.  B) Espectro de correlação 1H-15N de NCX-Mj calculado a partir 
da predição de deslocamentos químicos utilizando SPARTA+ com base na estrutura 
cristalográfica do NCX-Mj (PDB 3V5U). 

 O espectro 1H-15N TROSY do trocador NCX-Mj obtido na presença de 

0,5% (massa:volume) de sarcosil  (Figura 41 A) é muito melhor do que o 

espectro obtido anteriormente na presença de 4 mM de DDM (Figura 37 C), pois 

mostra um número maior picos e relação sinal ruído superior, além de necessitar 

de uma quantidade de scans menor em relação ao primeiro espectro em DDM, 

de 256 scans para apenas 16 scans. A concentração de NCX-Mj presente na 

amostra de RMN obtida na presença de sarcosil foi 200 M, muito superior à 

concentração obtida inicialmente com DDM (~70 M) considerando-se o mesmo 

volume de expressão (quatro litros).  

 Uma característica a ser observada no espectro da Figura 41 A é que os 

picos apresentam baixa dispersão na dimensão de 1H. Além disso, o número de 

picos observados, 139, é menor que o esperado com base na sequência de 

aminoácidos, 312. A baixa dispersão dos picos na dimensão de 1H é típica de 

proteínas desenoveladas, mas também é possível em espectros de proteínas de 

membrana com estrutura secundária do tipo alfa-hélice (EDDY et al., 2018; 

MINEEV et al., 2015b; MUSIAL-SIWEK; KENDALL; YEAGLE, 2008). A fim de 

examinar como poderia ser a dispersão de sinais no espectro esperado, fizemos 
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uma predição de deslocamentos químicos utilizando SPARTA+ (SHEN; BAX, 

2010) e a estrutura cristalográfica do NCX-Mj (PDB 3V5U) (Figura 41 B). O 

espectro calculado por SPARTA+ é similar ao espectro experimental 

principalmente pela baixa dispersão na dimensão de 1H. Entretanto, o espectro 

calculado apresenta 224 picos enquanto o experimental, 139. É possível que 

essa diferença seja devido ao elevado peso molecular do complexo NCX-Mj-

detergente. A limitação do tamanho do complexo proteína-detergente pode ser 

aliviada a partir da deuteração da proteína e do detergente. No entanto, também 

é possível que a proteína não esteja corretamente enovelada na presença de 

sarcosil.  

A escolha do sistema mimético de membrana é o ponto crítico para a 

obtenção de uma proteína de membrana em conformação adequada. O sistema 

mimético contribui para a estabilidade da proteína, e pode favorecer ou não a 

aquisição de uma conformação próxima da nativa. Portanto, a escolha do meio 

mimético (detergentes, bicelas e nanodiscos) altera significativamente os 

espectros 1H-15N HSQC ou 1H-15H TROSY (MINEEV et al., 2015a; 

NIETLISPACH; GAUTIER, 2011; PAGE et al., 2006). A escolha do melhor 

sistema mimético é totalmente empírica, não há uma regra bem estabelecida. A 

fim de testar o efeito de outros detergentes sobre o espectro de 1H-15N TROSY 

do NCX-Mj, optamos por utilizar o fato de que a CMC de sarcosil é bastante 

elevada (14.4 mM), o que facilitaria a troca por detergentes de menor CMC 

(MUSIAL-SIWEK; KENDALL; YEAGLE, 2008). Para isso, após a cromatografia 

de afinidade em resina Ni-NTA, adicionamos uma etapa de troca do tampão por 

ultrafiltração. Testamos tampões contendo 2 % de DDM ou 10 % de liso-

palmitoil-fosfatidilcolina (liso-PC).  

Os espectros de 1H-15N TROSY do trocador NCX-Mj obtidos na presença 

de DDM e liso-PC são apresentados na Figura 42. Observamos a presença de 

aproximadamente 129 picos no espectro adquirido na presença de DDM, e 223 

picos no espectro adquirido na presença de liso-palmitoil-fosfatidilcolina em 

comparação com 139 picos observados na presença de sarcosil. No entanto, 

não observamos mudanças substantivas na dispersão dos sinais na dimensão 

de 1H.. Observou-se um maior número de picos na presença de liso-PC, 223 

picos em comparação com aproximadamente 130 observados na presença dos 
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outros detergentes, sugerindo que liso-PC é capaz de estruturar melhor o 

trocador. 

 

Figura 42 - Espectros 2D de 1H-15N TROSY do trocador NCX-Mj na presença de 2% 
de DDM (esquerda) e de 10 % de liso-PC (direita). 

 

O trocador NCX-Mj contém 34 glicinas espalhadas pela estrutura (Figura 

43), principalmente na região dos alfa-repeats (hélices 2, 3, 7 e 8), que participam 

da coordenação de sódio e cálcio. Como as glicinas normalmente se localizam 

em uma região isolada do espectro, próximo de (15N) ~ 100 ppm, elas são 

facilmente identificáveis e podem servir como sondas repórteres do grau de 

enovelamento da proteína. Eddy e colaboradores (2018) utilizaram os sinais de 

glicinas no espectro de 1H-15N TROSY como sondas para avaliar a dinâmica de 

um GPCR (EDDY et al., 2018). A Figura 43 mostra que o espectro de 1H-15N 

TROSY de NCX-Mj na presença de liso-PC apresenta 26 picos na região das 

glicinas em comparação com 34 esperadas. Curiosamente, a adição de 50 mM 

de NaCl diminui o número de sinais de glicinas observados para 23 (Figura 43). 

Não sabemos ainda se se trata de um efeito específico ou apenas um efeito de 

força iônica sobre a estrutura do trocador.  



97 
 

 

Figura 43. Distribuição das glicinas ao longo da estrutura do trocador NCX-Mj. 
Estrutura cristalográfica do trocador NCX-Mj (PDB 3V5U) (acima) e sequência de 
aminoácidos (abaixo). Em vermelho estão destacadas as glicinas, em azul os α-repeats. 
As hélices transmembranares estão destacadas na sequência de aminoácidos por 
caixas. 

 

Figura 44- Avaliação do efeito da adição de Na+ ao trocador. Espectros de 1H-15N 
TROSY do trocador NCX-Mj na presença de 10 % de 1-palmitoyl-2-hidroxi-sn-glycero -
3-fosfocolina (16:0 Liso-PC) na ausência (esquerda) ou presença de 50 mM de NaCl 
(direita). No destaque a região de glicinas.  
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Considerando que a baixa dispersão dos picos na dimensão de 1H é típica 

de proteínas desenoveladas, proteínas de membrana do tipo alfa-hélice ou 

formação de agregados, avaliamos diversas condições para melhorar a 

integridade da amostra do trocador para estudos de RMN por meio da técnica 

de Thermal Denaturation Assay (TDA) em colaboração com a empresa 

NanoTemper. TDA é uma técnica biofísica que mede a estabilidade térmica de 

uma proteína por uma curva de desnaturação rápida (fora do equilíbrio), 

observando a fluorescência intrínseca de triptofanos e tirosinas com auxílio de 

equipamentos de fluorimetria de varredura diferencial chamados Tycho ou 

Prometheus (NanoTemper). A temperatura de inflexão da curva de 

desnaturação, Ti, é uma medida da estabilidade térmica da proteína. No entanto 

a Ti é diferente da temperatura de fusão da proteína, Tm, uma vez que é medida 

em condições de desnaturação rápida. Medidas de curvas de desnaturação 

usando a fluorescência intrínseca vêm se mostrando promissoras para a 

varredura de diferentes detergentes que incrementem a estabilidade de 

proteínas de membrana (ABIKO et al., 2021; KOTOV et al., 2019; MROZOWICH; 

MEIER-STEPHENSON; PATEL, 2019).  

Para os experimentos de TDA escolhemos amostras do trocador NCX-Mj 

solubilizado na presença de 2% de sarcosil e purificado em uma coluna de Ni-

NTA na presença de 0,3% de sarcosil em batch. O detergente e o tampão foram 

trocados por diluição. Na Figura 45 podemos observar que a Ti do trocador 

aumenta de 58,55 ºC até 64,84 ºC, um aumento de 6,29 ºC, em decorrência do 

aumento da concentração de NaCl. Este comportamento é esperado uma vez 

que o trocador contém três sítios de ligação de Na+. Porém, tal aumento de 

estabilidade térmica também poderia ser atribuído ao simples incremento da 

força iônica do tampão. Para sanar esta dúvida realizamos o mesmo 

experimento na presença de N-Methyl-D-glucamine (NMDG+) (Figura 46) que 

mantém a força iônica do tampão sem aumentar a concentração de Na+. 

Observamos que o trocador é significativamente mais estável na presença de 

NaCl do que de NMDG+ (diferença de Ti = 10 ºC), sugerindo que a interação com 

Na+ é específica. O aumento da Ti observado na presença de concentrações 

milimolares de NaCl é consistente com experimentos que mediram a afinidade 

por Na+ e encontraram que o Km é em torno de mM (IWAKI et al., 2020). 
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Figura 45 – Termoestabilidade por Thermal denaturation assay (TDA) do NCX-Mj 
usando Tycho NT.6. Primeira derivada da curva de desnaturação térmica do trocador 
NCX-Mj. A concentração de NaCl variou entre 15 e 515 mM. As amostras foram 
previamente purificadas em 0,3% de sarcosil e diluídas em um tampão 20 mM de Tris 
pH 7,4, concentração NaCl de 15 mM a 515 mM e 0,03 % de DDM. Concentração final 
de proteína foi de 400 nM. 
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Figura 46 - Termoestabilidade por Thermal denaturation assay (TDA). do NCX-MJ 
usando Tycho NT.6. Primeira derivada das curvas de desnaturação térmica do trocador 
NCX-Mj obtidas na presença de diferentes concentrações de NaCl e de NMDG+. As 
amostras foram previamente purificadas em 0,3% de sarcosil e diluídas em um tampão 
20 mM de Tris pH 7,4, concentração de 50 mM ou 150 mM (NaCl ou NMDG+). A 
concentração final de proteína foi de 400 nM. 

 

 Na Figura 47podemos observar que a estabilidade térmica do trocador 

aumenta de 59,1 ºC até 63,5 ºC, uma variação positiva de 4,36 ºC, em 

decorrência da adição de 0,03 % de DDM (CMC em água = 0,033 mM) em 

comparação com 0,5% de sarcosil. Também foi observado aumento de 

estabilidade na presença de 0,03% de DM e OG (CMC ~ 18-20 mM), em grau 

ligeiramente menor, mas consistente. Este fato é interessante, pois demonstra 

que o trocador NCX-Mj necessita de um detergente com cabeça polar maior. 

Consistente com essa hipótese o trocador é ligeiramente mais estável em DDM 

do que em DM (CMC ~ 1,8 mM) (Figura 47). ambos os detergentes contêm uma 

cauda de 12 carbonos, porém suas cabeças polares diferem na adição de uma 

molécula de glicose para a formação do dissacarídeo. 
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Figura 47 Termoestabilidade por thermal denaturation assay (TDA) do NCX-Mj 

usando Tycho NT.6. Primeira derivada das curvas de desnaturação do trocador NCX-

Mj. As amostras foram previamente purificadas em 0,5% de sarcosil e diluídas em 

tampão 20 mM Tris pH 7,4, 150 mM de NaCl contendo 0,03 % de DDM ou 0,03 % de 

OG ou 0,5% de sarcosil. A concentração final de proteína foi de 400 nM. 

 

 Com base nos experimentos de TDA fizemos modificações pontuais no 

protocolo de purificação: i) o aumento da força iônica e a troca do detergente 

sarcosil na etapa da cromatografia de afinidade por DDM, e ii) a adição de uma 

etapa subsequente de gel-filtração. Nesta última etapa a concentração de DDM 

foi aumentada de 0,03 % para 0,3% ( Figura 48 ) para tentar prevenir de maneira 

mais efetiva a formação de agregados. Os resultados dos experimentos de 

cromatografia de gel filtração analítica são apresentados na (Figura 48), 

observa-se que a mudança no protocolo levou à melhora da qualidade e da 

monodispersidade da amostra. 
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Figura 48 - Estudo da influência da concentração de DDM no estado de agregação 
do trocador NCX-Mj. A) Cromatografia de gel-filtração analítica de NCX-Mj utilizando 
0,03 % de DDM. B) Cromatografia de gel-filtração analítica em uma coluna Superdex 
200 (10/300) na presença de 0,3 % de DDM. 

 

 Os espectros 1H-15N TROSY do trocador NCX- Mj purificado conforme o 

protocolo mencionado acima e na presença de 0,3% (massa:volume) de DDM 

(Figura 49 A-B) foram melhores do que o espectro obtido anteriormente na 

presença de sarcosil (Figura 41), pois mostraram um número maior picos e uma 

relação sinal ruído melhor. Uma característica a ser observada nos espectros da 

Figura 49 A-B é que os picos apresentam alta dispersão na dimensão de 1H e 

que a variação de temperatura (35ºC para 45ºC graus) não resultou em uma 

melhora significativa da qualidade do espectro. O número de picos observados 

foi de 494 (Figura 49 A-B), o que é maior que o número esperado com base na 

sequência de aminoácidos, 312. É possível que essa diferença no número de 

picos seja devido à presença de diferentes estados conformacionais do trocador 

ou à formação de oligômeros. Liao e colaboradores (LIAO et al., 2012) 

mencionaram que o NCX-Mj formava um dímero na presença de DDM durante 
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a purificação para estudos de cristalografia. No momento, não temos elementos 

para concluir sobre uma explicação ou outra, no entanto em experimentos 

futuros vamos estimar o tempo de correlação rotacional da amostra por RMN o 

que poderá ajudar a decidir entre uma ou outra possibilidade. 

 

 

Figura 49  Espectros do trocador NCX-Mj na presença de 0,3 % de DDM. A) 

Espectro de 1H-15N TROSY a temperatura de 35ºC. de proteínas. B) Espectro de 1H-15N 

TROSY a temperatura de 45ºC. Tampão 20 mM Tris, pH 7,4 e 150 mM de NaCl, 

concentração de aproximadamente de 200 M de proteína. 

 Na Figura 50 A-B podemos observar que a adição de 10 mM de CaCl2  

leva a mudanças no espectro, especificamente, os sinais no meio do espectro 
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tornam-se mais intensos do que os sinais na periferia do espectro. Essas 

mudanças podem indicar agregação. Mudanças específicas na região da cadeia 

lateral dos triptofanos são mostradas na  Figura 51 A-B. A piora substancial da 

qualidade do espectro de 1H-15N TROSY adquirido na presença de Ca2+ poderia 

revelar instabilidade da amostra frente a longos períodos a 35ºC, uma vez que a 

mesma amostra foi utilizada para medir o espectro na presença de NaCl e 

permaneceu no equipamento por 3-4 dias. 

 

Figura 50. Espectros de RMN do trocador NCX-Mj na presença de 0,3 % de DDM. 

A) Espectro de 1H-15N TROSY à temperatura de 35ºC, tampão 20 mM Tris, pH 7,4, 150 

mM de NaCl. B) Espectro de 1H-15N TROSY à temperatura de 35ºC, tampão 20 mM 

Tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl e 10 mM de CaCl2. Concentração de aproximadamente 

de 200 M de proteína. 
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Figura 51. A) Avaliação do efeito da adição de Ca2+ ao trocador. Espectros de 1H-
15N TROSY do trocador NCX-Mj na presença de 0,3 % de DDM pelo monitoramento dos 
picos da região do indol do triptofano: 0 mM de Ca2+ (verde), 10 mM de Ca2+ (marrom) 
(setas indicam provável mudança de deslocamento químico). B) Distribuição dos 
triptofanos ao longo da estrutura do trocador NCX-Mj. Estrutura cristalográfica do 
trocador NCX-Mj (PDB 3V5U) (acima) e sequência de aminoácidos (abaixo). Em 
vermelho estão destacados os triptofanos, em azul os α-repeats. As hélices 
transmembranares estão destacadas na sequência de aminoácidos por caixas.   
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A fim de investigar se a nossa preparação de NCX-Mj em sarcosil continha 

proteína ativa, em colaboração com a Prof. Iolanda Cuccovia tentamos 

incorporar o trocador em lipossomos de POPC para a medida da atividade de 

troca por meio da quantificação do fluxo de Ca2+ utilizando como sonda 

CalciumGreenTM (ThermoFischer Scientific). O trocador foi incorporado em 

lipossomas de POPC utilizando Bio-BeadsTM (Bio-Rad) (RIGAUD et al., 1998). 

A internalização do CalciumGreenTM (ThermoFischer Scientific) no interior 

dos lipossomos foi avaliada por um teste de vazamento (Figura 52). Uma 

solução de lipossomos, contendo em seu interior 1 M de CaCl2 e 10 M de 

Calcium GreenTM (ThermoFischer Scientific) foi adicionada a uma cubeta de 

fluorescência de 2 mL contendo 33 M de CaCl2 em tampão MES conforme 

detalhado na legenda da Figura 52. Um espectro de fluorescência controle foi 

adquirido, em seguida adicionou-se Tritron X-100 para romper as vesículas e 

observou-se um aumento significativo da fluorescência devido ao vazamento da 

sonda encapsulada. Este aumento foi revertido após adição de EDTA que 

compete com a sonda por Ca2+ (Figura 52 A).  

Para realizarmos o experimento de medida de transporte de Ca2+ (Figura 

52 B), preparamos lipossomos contendo em seu interior 120 mM de NaCl, 1 M 

de CaCl2 e 10 M de Calcium GreenTM (ThermoFischer Scientific), enquanto a 

solução externa correspondia ao mesmo tampão contendo apenas 60 mM de 

NaCl. A atividade de transporte do NCX-Mj foi estimulada pela adição de 33 M 

de CaCl2 no meio externo, e a fluorescência da sonda internalizada foi medida 

em função do tempo (Figura 52 B). O aumento da fluorescência com o tempo, 

após a adição de excesso de Ca2+ do lado de fora, é decorrente da ação do NCX-

Mj em modo passivo, transportando Ca2+ presente no tampão externo para o 

interior dos lipossomos, e Na+ na direção reversa. A adição de SEA0400, inibidor 

para o modo reverso dos trocadores Na+/Ca2+ (MATSUDA et al., 2001) e Ni2+, 

inibidor promiscuo da atividade de canais e trocadores de Ca2+ (AY et al., 2005; 

IWAMOTO; SHIGEKAWA, 1998), levou à diminuição da fluorescência indicando 

inibição da atividade de transporte (Figura 52 B). Deste modo, podemos concluir 

que o NCX-Mj isolado com sarcosil mantém a capacidade de assumir a estrutura 

nativa após ser reenovelado com DDM e incorporado em ambiente lipídico 

apropriado. 
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Figura 52 Ensaios de transporte de Ca2+ mediado por NCX-Mj. A) Ensaios cinéticos 
de transporte de Ca2+ feitos com lipossomos contendo NCX-Mj incorporado. A entrada 

de Ca2 + foi induzida pela adição de 33 M de CaCl2 na solução externa no ponto 

indicado pela seta. Na ausência de inibidor (azul), na presença de 30 M de SEA0400 
(vermelho) ou 1 mM de NiCl2 (laranja). As medidas cinéticas foram realizadas utilizando-

se ex = 485 nm e em = 525nm. Todas as amostras foram preparadas em tampão MES 
pH 6,5, contendo 50 mM de KCl, 120 (solução interna) ou 60 mM (solução externa) de 

NaCl, 1 (solução interna) ou 33 M (estímulo externo) de CaCl2. B) Espectros de 

fluorescência de CalciumGreen (ex = 485nm) após a adição de Triton X-100 (laranja), 
EDTA (amarelo), ou na sua ausência (Azul). O grande aumento na intensidade de 
fluorescência observado após a adição de Triton X-100 indica o vazamento do 
CalciumGreen encapsulado. A diminuição na intensidade de fluorescência após a 
adição de EDTA indica o sequestro de Ca2+ pelo quelante.O experimentos foram feitos 
em 10 mM de MES pH 6,5.  
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2.5 Conclusões  

  

 Estabelecemos uma metodologia para a expressão e purificação de 

amostras de NCX-Mj enriquecidas isotopicamente para estudos de RMN em 

solução, superando diversos desafios metodológicos tais como: o baixo nível de 

expressão da proteína, baixa interação com a resina de NI-NTA na presença de 

detergentes, polidispersidade da amostra revelada por cromatografia de gel 

filtração, e baixa dispersão dos picos no espectro 1H-15N TROSY indicando uma 

proteína mal enovelada. Os principais avanços obtidos foram os seguintes: 

• Clonamos e expressamos duas construções do trocador NCX-Mj e NCX-

Mj-GFP em E. coli CD43. 

• A construção NCX-Mj-GFP foi descartada durante o estudo pois apesar 

de facilitar o monitoramento da expressão pela fluorescência da GFP, a 

clivagem de fusão por TEV protease ou HRV3C protease não foi eficiente.  

• A expressão do trocador procariótico NCX-Mj em meio mínimo M9 

enriquecido com 15N foi bem-sucedida, mesmo quando reduzimos a 

disponibilidade de cloreto de amônio de 2 g/L para 0,5 g/L no meio de 

cultura.  

• DDM demonstrou ser superior frente aos demais detergentes testados 

para solubilizar o NCX-Mj, porém dificultou a interação da proteína com a 

resina de Ni-NTA durante a etapa purificação por cromatografia de 

afinidade, o que foi contornado utilizando-se sarcosil para solubilizar a 

proteína. 

• A purificação do NCX-Mj baseada em cromatografia de afinidade em 

resina de Ni-NTA e cromatografia de gel-filtração na presença de micelas 

de detergentes foi a melhor estratégia em comparação ao protocolo 

baseado no desenovelamento da proteína com 8 M de ureia seguido pelo 

reenovelamento na presença de detergentes.  

• As amostras do trocador solubilizadas e purificadas apenas com sarcosil 

tem espectros 1H-15N TROSY com baixa dispersão de picos na dimensão 

de próton o que indica que a proteína está mal enovelada ou agregada. 
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Deste modo, a troca de sarcosil por outro detergente durante a purificação 

é essencial para enovelar adequadamente a proteína.  

• O melhor momento para a troca de sarcosil por outro detergente é quando 

o trocador encontra-se ligado à resina de Ni2+ (cromatografia de 

afinidade), aplicando-se excesso do detergente de interesse na coluna.  

• A técnica de thermal denaturation assay (TDA) foi essencial para a 

escolha do melhor detergente para solubilizar o trocador NCX-Mj.  A troca 

de sarcosil por DDM, e o aumento da porcentagem de DDM de 0,03 % 

para 0,3% na etapa de  gel filtraçãoe resultou na melhora substancial da 

qualidade dos espectros 1H-15N TROSY pois a amostra tornou-se mais 

monodispersa. 

• Os espectros 1H-15N TROSY de NCX-Mj na presença de 0,3% de DDM 

apresentam um número superior de picos do que o número esperado com 

base na sequência de aminoácidos. Não está claro se essa diferença no 

número de picos é devido aos diferentes estados conformacionais do 

trocador e/ou formação de agregados proteína-detergente de tamanhos 

variados. 

• Avaliamos a atividade de transporte do NCX-Mj isolado com sarcosil e 

DDM, e depois incorporado em lipossomos, utilizando CalciumGreenTM. 

Este experimento mostrou que o trocador purificado com auxílio de 

sarcosil e DDM é ativo quando incorporado em um ambiente mimético 

adequado.  
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3. Trocador Na+/Ca2+ de Drosophila melanogaster ( CALX) 

3.1 Introdução  

CALX é um trocador Na+/Ca2+ expresso principalmente em células 

fotorreceptoras de Drosophila melanogaster (Figura 53) (HRYSHKO et al., 1996; 

SCHWARZ; BENZER, 1997; WANG et al., 2005). A concentração de Ca2+ nas 

células fotorreceptoras é mantida em aproximadamente 160 nM no estado de 

repouso. No entanto, exposição à luz desencadeia a ativação de canais de K+ 

(Transient receptor potential channel - TRP), provocando hiperpolarização da 

membrana o que leva ao fechamento de canais de cálcio, que por sua vez leva 

ao aumento dos niveis de Ca2+ para 20 mM (RANGANATHAN et al., 1991). 

Diferente dos demais trocadores NCX, o CALX é inibido pela ligação de Ca2+ em 

CBD1 (HRYSHKO et al., 1996),(SCHWARZ; BENZER, 1997). 

Consequentemente, a inativação do CALX diminui o efluxo de Ca2+ mantendo a 

concentração de Ca2+ no citosol elevada por mais tempo em resposta ao 

estímulo luminoso (WANG et al., 2005). A diferente regulação iônica do NCX e 

do CALX é curiosa uma vez que os dois trocadores possuem similaridade de 

sequência  (SCHWARZ; BENZER, 1997). O CALX1.1 e o NCX1.4 (NCX1 

isoforma 4) possuem 57% de identidade nas porções transmembranares e 44% 

na alça citoplasmática (Figura 54).  

 

Figura 53. Modelo esquemático da topologia dos trocadores Na+/Ca2+ de 
Drosophila (CALX), mostrando a localização do domínio sensor de Ca2+: CBD12. 



123 
 

A região do exchanger inhibitory peptide (XIP) está destacada em verde. As regiões que 
conectam CBD1 à TMH5 e CBD2 à TMH6, são conhecidas como “linker domains”. 

 

Figura 54. Alinhamento da sequência de aminoácidos do CALX1.1 e do NCX 
canino (NCX1.1). O domínio transmembranar está destacado em verde, enquanto a 
alça citoplasmática está destacada em roxo. As hélices transmembranares estão 
sublinhadas em verde. Os domínios CBD1 e CBD2 estão sublinhados em azul escuro e 
vermelho, respectivamente.   
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A construção CBD12 contém os domínios de ligação de Ca2+, CBD1 

(calcium-binding domain 1) e CBD2 (calcium-binding domain 2), ligados de forma 

covalente por um linker de três aminoácido (His–Ala–Gly) (SCHWARZ; 

BENZER, 1997). Estruturas cristalográficas mostraram que, assim como o NCX-

CBD12, a construção CALX-CBD12 assume uma conformação em forma de “V” 

aberto caracterizada por um ângulo de ~109º entre os dois domínios (GILADI et 

al., 2012a; WU et al., 2011) (Figura 55). 

 

Figura 55. Estrutura cristalográfica da construção CBD12 da isoforma 1.1 do CALX 
(PDB 3RB5). CBD1 apresenta quatro sítios de ligação a Ca2+ (esferas verdes). O motivo 

de duas -hélices no domínio CBD2 é localizado na alça que conecta as fitas- F e G 
e, por conseguinte, é chamado alça-FG. 

 

A identidade de sequência entre os domínios CALX-CBD1 e NCX-CBD1 

é de 60 %. As estruturas cristalográficas desses dois domínios são sobreponíveis 

com desvio quadrático médio (RMSD) de apenas 1.4 Å para 101 C, sendo que 

a principais diferenças ocorrem na alça FG, que é mais curta em CALX-CBD1 

do que no NCX-CBD1 onde ela contém 28 resíduos a mais (HILGE; AELEN; 

VUISTER, 2006). Assim como no caso do NCX, os resíduos envolvidos na 

coordenação de Ca2+ em CALX-CBD1 estão localizados nas alças AB (V453), 

E-F (D515, D516, D517, V518, E520 e E523), CD (D490) e no C-terminal (D550, 

D551, D552, E523) (WU et al., 2010) . Os íons de Ca2+ ocupando os sítios de 

ligação Ca1, Ca2, e Ca3 são coordenados por D515, D516, D517 e V518, 

enquanto o íon ocupando o sítio Ca4 é coordenado somente por D490, E520 e 

E523 (WU et al., 2010).  
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Figura 56 - A) Estrutura cristalográfica do domínio CALX-CBD1. B) Representação 

esquemática da topologia da proteína. Em azul as folhas−, os círculos vermelhos 
representam os resíduos que participam da coordenação de Ca2+. C) Em destaque os 
sítios de ligação a Ca2+ Ca1 - Ca4. As cadeias laterais dos resíduos que participam da 
coordenação de Ca2+ estão representadas explicitamente. Os íons Ca2+ são mostrados 
como esferas verdes.  Esquema baseado no artigo de Wu e colaboradores (2010). PDB 
3EAD (WU et al., 2010).  

 CBD1 foi cristalizado nas formas não ligada (apo) e ligada a apenas dois 

íons Ca2+. A forma apo não apresenta densidade eletrônica para o loop EF, o 

que indica alta flexibilidade dessa região na ausência de Ca2+ (WU et al., 2010). 

A forma intermediária (ligado a dois íons) é estruturalmente similar à forma 

totalmente ligada a quatro íons Ca2+ (backbone RMSD ~ 0,3 Å), o que sugere 

que o mecanismo de ligação ao Ca2+ é sequencial, de dois em dois íons (WU et 

al., 2010). Esta hipotese é apoiada pelo do trabalho de Cardoso e colaboradores 

(2020) que, por meio de experimentos de ITC e RMN, concluíram que a ligação 

de Ca2+ em CBD1 é cooperativa, e que a probabilidade da ligação de apenas um 

íon Ca2+ é muito menor (três ordens de magnitude) do que a probabilidade de 

ligar dois a quatro íons simultaneamente (CARDOSO et al., 2020).  
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Ao contrário do NCX, no caso do CALX o domínio CBD2 (Figura 57) não 

liga Ca2+ em concentrações fisiológicas. Essa menor afinidade foi atribuída à 

substituição de uma lisina por uma valina na posição 636, e à estabilização 

eletrostática dos resíduos ácidos (E603, E568 e E633) por duas lisinas (K602 e 

K634), o que impede o acesso de Ca2+ aos sítios de ligação (Figura 57) (WU et 

al., 2009). Consequentemente, a regulação alostérica do CALX por Ca2+ 

intracelular depende exclusivamente do domínio CBD1 (WU et al., 2009).  

 

 

Figura 57 A) Estrutura cristalográfica do domínio CALX-CBD2. B) Representação 

esquemática da topologia da proteína. Em azul as folhas−, os círculos vermelhos 
representam os resíduos que fazem parte dos sítios preditos para coordenação de Ca2+. 
C) Destaque em que as cadeias laterais dos resíduos que participam dos sítios preditos 
de coordenação de Ca2+ e que estão mostradas de forma explícita. Esquema baseado 
no artigo de (WU et al., 2009) (PDB 3E9U). 

CALX apresenta duas isoformas distintas, provenientes do splicing 

alternativo do gene. Estas isoformas são denominadas 1.1 e 1.2, e diferem 

apenas em cinco aminoácidos localizados em uma alça de CBD2 (Figura 58). 

Estudos de eletrofisiologia estabeleceram que as duas isoformas comportam-se 

de maneira diferente frente à regulação por Ca2+ intracelular, pois a inibição da 
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atividade da isoforma 1.1 do trocador é mais acentuada em comparação à 

isoforma 1.2 (OMELCHENKO et al., 1998). 

 

Figura 58. Sobreposição das estruturas cristalográficas das construções CBD12 
isoformas 1.1 e 1.2 (PDB 3RB5 e 3RB7). A região que sofre splicing está mostrada em 
vermelho (1.2) e verde (1.1), sendo que a sequência de aminoácidos das duas isoformas 
está indicada.  
 

 Experimentos de RMN realizados pelo aluno de doutorado Mario Andres 

Rodriguez Pineda (PINEDA, 2020) com as  isoformas 1.1 e 1.2 de CBD2 

demonstraram que a alça-FG comporta-se como um corpo rígido, 

movimentando-se em conjunto com o sanduíche-. E que apesar disso a alça 

FG apresenta maior flexibilidade na isoforma 1.1 que na isoforma 1.2. 

Especificamente, Pineda e colaboradores observaram por dinâmica molecular 

que a hélice H1 da alça-FG da isoforma 1.2 apresenta menor mobilidade quando 

comparado à isoforma 1.1(PINEDA, 2020). Esta diferença de flexibilidade muito 

provavelmente reflete diferenças sutis na interface entre CBD1 e CBD2. 

A principal diferença entre a grande alça intracelular dos trocadores CALX 

e NCX (Figura 59) encontra-se no número de resíduos nas duas alças: a alça 

do CALX (463 resíduos) é substancialmente menor que a do NCX (523 

resíduos). Apesar disso, em ambos os trocadores a alça intracelular é composta 

pelos mesmos domínios conforme ilustrado abaixo (ABIKO et al., 2016): 
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Figura 59. Esquema dos domínios presentes na grande alça intracelular dos 
trocadores CALX e NCX. Em amarelo as porções transmembranares, em preto o 
XIP (exchanger inhibitory peptide) e o r-loop, em azul o two-helices bundle (THB), e em 
vermelho e verde, CBD1 e CBD2, respectivamente. 
 

A conformação de um peptídeo sintético cuja sequência de aminoácidos 

corresponde ao XIP (exchanger inhibitory peptide) do CALX foi estudada por 

RMN em solução. Observou-se que este peptídeo 

(RRLLVYKYMDKNYRVNKRG) tende a formar uma hélice em baixas 

temperaturas (7 ˚C) (STABELINI, 2018). A conformação do segmento 

correspondente no NCX ainda não foi caracterizada. Os dois peptídeos são ricos 

em aminoácidos básicos: CALX tem 6 resíduos básicos e NCX tem 7. A região 

correspondente ao domíno THB no CALX (88 resíduos) é maior que no NCX (38 

resíduos), mas o segmento entre CBD1 e o domínio THB é mais curto no CALX 

do que no NCX. A região próxima à TMH6 possui tendência a formar duas α-

hélices, seguida por uma região carregadas negativamente (r-loop), que é 

predita para ser desenovelada pois apresenta muitos aminoácidos de caráter 

ácido e, consequentemente, é rica em cargas negativas em pH 7,4, -10 no CALX 

e -9 no NCX(STABELINI, 2018).  

  



129 
 

 

3.2 Objetivos  

 

 Abiko et al. (2016) propuseram que a diminuição de flexibilidade entre os 

domínios CBD1 e CBD2 na alça citoplasmática seria uma das etapas do 

mecanismo de regulação alostérica dos trocadores NCX e CALX por Ca2+ 

intracelular. Neste contexto, pretendemos testar esta proposta por duas 

abordagens. A primeira abordagem foca na caracterização de um mutante, no 

qual a ligação de Ca2+ em CBD1 não altere a flexibilidade entre CBD1 e CBD2. 

Para isso propusemos inserir um segmento de 12 aminoácidos (GGS)4 entre 

CBD1 e CBD2, e caracterizar a dinâmica da construção CBD1-(GGS)4-CBD2 por 

RMN em solução, utilizando para isso a mesma estratégia que foi empregada 

por Abiko e colaboradores (2016) para caracterizar a flexibilidade entre CBD1 e 

CBD2 por Abiko. A segunda abordagem foi a realização de ensaios funcionais 

de transporte de Ca2+ com o trocador CALX selvagem e o mutante CBD1-

(GGS)4-CBD2 em colaboração com o Prof. Henning Ulrich e em seu laboratório. 
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3.3 Materiais e métodos  

 

3.3.1 Clonagem dos domínios do trocador CALX  
 

O domínio CBD12 foi clonado no vetor pAE (RAMOS et al., 2004) a partir 

do cDNA que codifica para o CALX completo obtido do DGRC (Drosophila 

Genomics Resource Center, Indiana University, EUA). O pAE é um vetor não 

comercial construído com base no vetor pET3-His. Ele possui um alto número 

de cópias, a proteína é expressa em fusão com uma cauda de histidinas no N-

terminal e não possui sítio para clivagem. As construções CBD1-(GGS)4-CBD2 

e CBD1-(7ALA)-CBD2 foram sintetizadas e clonadas no vetor de expressão 

pQE-30 (QIAGEN) entre os sítios de restrição BamHI e HindIII pela empresa 

FASTBIO. pQE-30 é um vetor comercial, que tem como característica principal 

a expressão da proteína de interesse fusionada a uma cauda de 6 Histidinas na 

região N-terminal e um sítio de clivagem pela protease Factor Xa. Porém, neste 

caso em particular adicionamos um sítio de clivagem por trombina após a cauda 

de 6 histidinas. Portanto, no total as duas construções possuem 2 sítios de 

clivagem da cauda de histidinas. Os vetores pQE-30 contendo as construções 

CBD1-(GGS)4-CBD2 e CBD1-7Ala-CBD2 foram usados para transformar células 

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL de acordo com o protocolo de choque térmico 

com cloreto de cálcio (STUDIER; MOFFATT, 1986). 

 

3.3.2 Expressão em meio rico LB (Luria-Bertani) 
 

Uma colônia da placa de cultura de bactérias recém transformadas foi 

utilizada para a produção de um pré-inoculo de 5 ml em meio LB (Sigma), 

contendo o antibiótico adequado. Este pré-inoculo foi incubado sob agitação 

constante a 270 rpm (rotações por minuto) em um shaker a 37 ˚C por 12 horas. 

O pré-inóculo foi diluído à razão de 1:1000 em meio LB. Para a expressão de 

CBD12, CBD1-(GGS)4-CBD2, e de CBD1-7Ala-CBD2 utilizou-se 1 litro de meio 

de cultura LB.  

A indução foi realizada pela adição de 0,4 mM de IPTG ao meio de cultura 
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para uma indução lenta (ROSENBERG et al., 1987), quando a densidade celular 

medida pelo espalhamento de luz a 600 nm (DO600) atingiu 0,6-0,8. Após a 

adição de IPTG, as células foram incubadas por 18 horas a 18 ºC e sob agitação 

constante a 270 rpm. Ao final do período de 18 horas, a cultura foi centrifugada 

por 20 minutos a 8000xg, o sobrenadante descartado, e o pellet seco de 

bactérias foi congelado a -20ºC. 

 

3.3.3 Expressão em meio mínimo M9  
 

O enriquecimento isotópico de proteínas para RMN requer a produção da 

proteína recombinante em bactérias E. coli crescidas em meio mínimo contendo 

15N-NH4Cl e 13C-glicose como únicas fontes de nitrogênio e carbono, 

respectivamente. Uma colônia da placa de cultura de E. coli contendo o 

plasmídeo da proteína alvo foi utilizada para a produção do pré-inoculo de 5 ml 

em meio de cultura LB contendo o antibiótico adequado. O primeiro pré-inoculo 

em LB foi incubado sob agitação constante a 270 rpm e 37 ˚C pelo período de 8 

horas. Após este período, uma alíquota foi retirada e inoculada em meio-mínimo 

M9 na razão de 1:100 (M9: 33,7 mM de Na2HPO4, 22,0 mM de KH2PO4, 8,55 

mM de NaCl, 1,0 g/l de NH4Cl, 2g/l de glicose, 1 mM de MgSO4, 0,3 mM de 

CaCl2, 1 μg de tiamina). Este segundo pré-inoculo foi mantido sob agitação 

constante de 270 rpm em um shaker a 37 ˚C pelo período de 18 horas. O 

segundo pré-inóculo é necessário para a adaptação da E. coli ao meio mínimo 

M9. Depois das 18 horas de incubação, o pré-inóculo foi novamente diluído à 

razão de 1:10 em meio mínimo M9, constituindo-se o volume final. O volume final 

de cultura utilizado foi de 1 litro de meio mínimo M9. A indução em M9 foi 

realizada de forma lenta conforme descrito acima. As células foram coletadas 

por centrifugação e o pellet armazenado da mesma forma. Para a produção de 

proteínas enriquecidas uniformemente com 15N ou com 15N e 13C, utilizou-se 

NH4Cl enriquecido com 15N e/ou glicose enriquecida com 13C. 

 

3.3.4 Purificação dos domínios do trocador CALX  
 

O pellet de bactérias foi suspenso em tampão de lise (20 mM de Tris pH 
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7,0, contendo 200 mM de NaCl, 5 mM de β-mercaptoetanol, e inibidores de 

protease: 0,1 μg/ml de pepstatina, 1 μg/ml de aprotinina, 1 μg/ml de leupeptina, 

1 mM de PMSF e 1 mg/ml de lisozima de ovo). As bactérias suspensas em 

tampão de lise foram lisadas conforme descrito acima. O lisado foi 

imediatamente centrifugado a 21000g durante 60 mim. Como os domínios são 

solúveis, descartamos o pellet e aplicamos o volume total do sobrenadante em 

uma coluna contendo resina de Ni-NTA Agarose com auxílio de uma bomba 

peristáltica. A coluna foi acoplada em um cromatógrafo AKTA FPLC, lavada com 

cinco volumes de tampão D (20 mM de NaH2PO4 pH 7,0, 300 mM NaCl, 5 mM 

de −mercaptoetanol, 10 mM de imidazol) com um fluxo de 3 ml/minuto. A 

proteína de interesse foi eluída em um gradiente de imidazol (0% a 100% em 20 

volumes de coluna) no tampão E (20 mM de NaH2PO4 pH 7,0, 300 mM NaCl, 5 

mM de −mercaptoetanol, 0,5 M de imidazol). As frações correspondentes ao 

pico de eluição foram reunidas e concentradas em um Amicon de cutoff 3 kDa 

até o volume final de 2 ml. A amostra concentrada foi separada por cromatografia 

de exclusão por tamanho em uma coluna Superdex 75 (16/600), pré-equilibrada 

em 20mM Tris pH 8,0, contendo 200 mM de NaCl, 5 mM de −mercaptoetanol e 

1% de glicerol. As frações correspondentes ao maior pico da cromatografia de 

exclusão por tamanho foram reunidas, e o tampão foi trocado por 20 mM Tris pH 

8,0, contendo 5 mM de -mercaptoetanol e 1% de glicerol, e concentradas até o 

volume de 5 ml com auxílio de um Amicon de 3 kDa. A amostra foi aplicada em 

coluna de troca iônica MonoQ (10/100), previamente equilibrada com tampão 20 

mM Tris pH 8,0, 5 mM de -mercaptoetanol e 1% de glicerol, e eluída em um 

gradiente do mesmo tampão contendo 1 M de NaCl. O pico de eluição foi 

observado em 40 % do gradiente de NaCl. As frações correspondentes foram 

reunidas, e a proteína foi quantificada através da medida de absorção de 

luz ( = 280 nm). O coeficiente de extinção molar a 280 nm de CBD12, CBD1-

(GGS)4-CBD2 e CBD1-(7ALA)-CBD2 é 25900 M-1cm-1, e o de CBD1 é 7575 M-

1cm-1. 

 

3.3.5 Espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) 
 

As Medidas de espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) foram 
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realizadas utilizando o equipamento Xeuus XEUSS TM – Xenocs no laboratório 

do Prof. Cristiano L. P. Oliveira do IFUSP. As medidas de espalhamento de cada 

amostra foram coletadas durante um longo período de 5 a 10 horas, com tempo 

total de detecção a cada frame de 1800 segundos. Os dados foram processados 

usando o pacote SUPERSAXS (DE SOUZA DEGENHARDT et al., 2021). As 

medidas e a análise dos dados foram realizadas em colaboração com o Prof. 

Cristiano L. P. Oliveira do IF-USP e sua aluna de doutorado Maximilia Frazão de 

Souza Degenhardt.  

 

3.3.6 Isothermal calorimetry (ITC) 
 

Os experimentos de ITC foram realizados no laboratório do Professor Dr. 

Omar El Seoud em um instrumento Malvern VP-ITC a 35 ° C. As amostras dos 

domínios CBD12, CBD1-(GGS)4-CBD2, CBD1-(7ALA)-CBD2 e CBD1, nas 

concentrações 2, 5, 10, 15, e 20 M em tampão 20 mM Tris-HCl pH 7,4 contendo 

200 mM  de NaCl, 5 mM de -mercaptoetanol e 1% de glicerol, foram incubadas 

com 10 mM de EDTA por 5 minutos, em seguida o EDTA foi removido por 

ultrafiltração e a amostra foi transferida para a célula do calorímetro. A seringa 

de injeção foi preenchida com uma solução 300 mM de CaCl2 no mesmo tampão. 

Os experimentos consistiram em uma primeira injeção de CaCl2 de 2 L, seguida 

de 28 injeções de 10 L de CaCl2. A integração dos picos foi realizada usando o 

software do instrumento, fornecendo a energia térmica liberada em cada injeção 

de Ca2+. As curvas de ITC foram ajustadas a diferentes modelos 

estequiométricos utilizando um script de Python desenvolvido no grupo pelo Dr. 

José David Rivera Echeverri (CARDOSO et al., 2020). 

 

3.3.7 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) 
 

Os géis de SDS-PAGE foram baseados no protocolo de Laemmli et al 

1970 (LAEMMLI, 1970). As amostras foram preparadas utilizando um tampão 

Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, contendo 2% de SDS, 25% de glycerol, 0,01% de azul 

de bromofenol, 5% de -mercaptoetanol, e posteriormente aquecidas a 100 °C 
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por 10 min. A eletroforese foi realizada em um sistema de mini-gel da BioRad, 

com corrente de 25 mA constante por no mínimo 90 minutos. Após o fim da 

corrida, os géis foram corados com uma solução de 0,1% de azul de coomassie 

R250 (m:v) em 10% (v:v) de ácido acético e 50% (v:v) de metanol por 2 horas, e 

posteriormente descorados com uma solução de 10% de ácido acético e 50% de 

metanol (v:v).  

 

3.3.8 Western bloting 
 

Amostras resolvidas por SDS-PAGE foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose. Padrões de massa molecular pré-corados (Range, 

Bio-Rad) foram utilizados para verificação da massa molecular das bandas 

reconhecidas. A transferência foi realizada através de eletroforese semi-seca 

para membrana de nitrocelulose em um aparelho de transferência semi-seca 

(GE). Utilizou-se tampão de transferência Tris 48 mM pH 8,8, glicina 38 mM, 

etanol 20 % (v:v) e SDS 0,037 % (m:v). Um pedaço de papel de 9,5 cm x 5,5 cm 

e 3 mm de altura foi colocado embaixo da membrana de nitrocelulose de 9,0 cm 

x 5,0 cm, previamente banhada em tampão de transferência. O gel de SDS-

PAGE foi colocado em cima da membrana, e acima deste foi colocado outro 

pedaço de papel de 9,5 cm x 5,5 cm e 3 mm de altura. Os pedaços de papel 

foram umedecidos com o tampão de transferência. A transferência ocorreu por 

2 horas a 60 mA até que foi possível visualizar que o padrão de peso molecular 

pré-corado migrou do SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, indicando 

que as proteínas de interesse também foram transferidas. Também confirmou-

se a transferência pela utilização de coloração com Ponceau S (Ponceau S: 0,1 

% m/v em 1 % de ácido acético). Para evitar a interação inespecífica do anticorpo 

com a membrana de nitrocelulose, esta foi bloqueada com leite em pó desnatado 

MOLICO (Nestlé) 5% (m/v) diluído em tampão TBS (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 

0,15 M) com Tween-20 0,05 % (TBS-T) por 1 hora à temperatura ambiente. 

Posteriormente a membrana foi incubada por 18 horas a 4 ºC com o anticorpo 

anti-histag acoplado a uma fosfatase alcalina (Sigma Aldrich) na diluição 1:4000 

em TBS-T. As membranas foram, então, novamente lavadas (3 vezes de 5 

minutos com TBS-T) e incubadas com tampão Tris-HCl 100 mM pH 9,5 contendo 
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100 mM de NaCl e 5 mM de MgCl2 por 20 minutos. Adicionou-se, em seguida, 

10 ml de tampão para fosfatase alcalina 100 mM Tris-HCl, pH 9,5 contendo 100 

mM de NaCl, 5 mM de MgCl2, 80 µl de BCIP (20 mg/ml em 100 % di-metil 

formamida) e 60 µl de NBT (50 mg/ml em 70% di-metil formamida). A membrana 

foi aquecida a 37°C até que as bandas pudessem ser visualizadas.  

 

3.3.9 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
 

Os experimentos de RMN com as amostras de fragmentos da alça 

citoplasmática do trocador CALX foram realizados em um espectrômetro Bruker 

Avance III operando à frequência de 800MHz para o núcleo de hidrogênio e 

equipado com uma sonda resfriada TCI. No caso do mutante CBD1-(7ALA)-

CBD2 os experimentos de RMN foram realizados em um espectrômetro Bruker 

Avance III operando à frequência de 500 MHz para o núcleo de hidrogênio. Os 

dois instrumentos pertencem ao Centro de Instrumentação Analítica do IQUSP 

(Central Analítica). Todos os espectros foram processados com NMRPipe. Em 

geral, utilizou-se uma função cosseno nas duas dimensões para apodização, e 

preenchimento com zeros até o dobro do número de pontos. Todos os espectros 

foram analisados com CcpNmr Analysis versão 2.4 (VRANKEN et al., 2005) para 

a visualização e sobreposição. As medidas das taxas de relaxação de 15N 

longitudinal (R1) e no referencial girante (R1ρ) (BERNHARD BRUTSCHER; 

RAFAEL BRÜSCHWEILER; ERNST*, 1997; MASSI et al., 2004) foram utilizadas 

para calcular a velocidade de relaxação transversal (R2) de acordo com a 

equação: R2= R1ρ/sin2(θ)-R1cos2(θ)/sin2(θ), em que  é o ângulo entre o campo 

de spin-lock e o offset do spin. As medidas de R1ρ foram feitas com um campo 

de spin-lock de 1000 Hz.  As amostras de RMN forma preparadas em tampão 

Tris 20 mM pH 7,4, 200 mM de NaCl e 1 % de glicerol. A concentração de 

proteína foi tipicamente 400 M. Espectros de 1H-15N HSQC adquiridos a 35 ˚C 

(308 K). 

3.3.10 Clonagem dos trocadores NCX1.1 de Canis lupus familiaris, CALX 
de Drosophila melanogaster, CALX (GGS)4 e NCX 1.4 de Rattus 
norvegicus  
 

Os cDNAs dos trocadores NCX1.1 de Canis lupus familiaris (canino) e do 
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CALX de Drosophila melanogaster (Mosca-da-fruta) e NCX 1.4 de Rattus 

norvegicus (Rato) foram obtidos do DGRC (Drosophila Genomics Resource 

Center, Indiana University, EUA) no caso do CALX, ou da Addgene no caso 

dos NCX.  

O vetor escolhido para clonagem dos trocadores foi o pcDXC3GMS 

(GEERTSMA; DUTZLER, 2011) que é uma variação do pcDNA3.1 (Invitrogen) 

pois o C-Terminal da proteína clonada é fusionado a um sítio de clivagem para 

3C protease, seguido de GFP, Myc tag e streptavidin binding peptide. A 

clonagem no vetor pcDXC3GMS é feita em ORF (open reading frame) seguindo 

os moldes de sistemas de clonagem tradicionais como Gateway (HARTLEY; 

TEMPLE; BRASCH, 2000), Creator (COLWILL et al., 2006) e MAGIC (LI; 

ELLEDGE, 2005). Neste sistema de clonagem existe a necessidade de que o 

gene ou fragmento de gene não contenha sítio de SapI, uma vez que esta 

enzima é a única presente no sítio de clonagem do vetor. Como o gene completo 

de CALX contém um sítio de SapI, foi necessário realizar uma mutação sítio 

dirigida para retirada do sítio de restrição da sequência pela substituição C2673 

para T de acordo com o protocolo descrito por Xia Y et al 2015 (XIA et al., 2015) 

Este mutante de CALX, assim como os demais genes, foram amplificados por 

PCR utilizando os primers mostrados na tabela abaixo e inseridos no vetor 

pcDXC3GMS como descrito por Geertsma e Dutzler, 2011 (GEERTSMA; 

DUTZLER, 2011) O isolamento de DNA, análise com enzimas de restrição e 

eletroforese em gel de agarose foram realizados utilizando técnicas 

estabelecidas por (SAMBROOK; W RUSSELL, 2001).  

 

Tabela 2 - Sequência dos primers utilizados para clonagem dos trocadores. 

Nome Sequência do primer 
Número de 

Nucleotídeos 

FX forward -NCX Canino atatatgctcttccagtctccagttaaggctattacctacct    42 

FX reverse - NCX Canino tatatagctcttcatgcgaaaccttttatgtggcagtaggc     41 

FX forward  - NCX Rato atatatgctcttctagtcttcgactaagtctcccacccaatgtt  44 

FX reverse  - NCX Rato tatatagctcttcatgcgaaaccttttatgtggcagtaggc     41 

FX forward  -CAlX atatatgctcttctagtcagttgctccttaaatcgatattcacc  44 
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FX reverse  CALX tatatagctcttcatgcaacccggatgacgtcgtaggcttccag  44 

Forward - CALX DSapI gattcgccgtggcgctcttttgcggcgaggccctg 35 

 Reverse - CALX DSapI cagggcctcgccgcaaaagagcgccacggcgaatc 35 

 

Posteriormente, por dificuldade na clonagem do mutante de CALX 

contendo o linker (GGS)4, foi necessária a aquisição do gene sintético do 

mutante clonado no vetor pcDNA3.1 assim como o gene do CALX selvagem. 

 

3.3.11 Cultivo de CHO K1 e HEK293F 
 

Células da linhagem CHO K1 (Chinese Hamster Ovary) ATCC CCL-

61™”) ou HEK294F (Kidney Human Embryo) foram cultivadas em meio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium high  – Gibco TM) com soro fetal bovino 

10%, 100 IU/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, a 37 °C em atmosfera 

saturada de água, contendo 5% de CO2, por três passagens: sempre que a 

cultura celular alcançou 90% de confluência, as células eram dissociadas com 

EDTA 2mM, e repicadas em meio fresco. Na terceira passagem, 5x103 células 

foram semeadas em uma placa de 96 poços, com 100 µl de meio de cultura. 

 

3.3.13 Transfecção transiente 
 

Em 5 ml de meio de cultura (uma placa 96 poços), foram incubados 3,6 

µg de DNA plasmidial (NCX de cão, NCX de rato ou CALX) com 11 µl de ViaFect 

(Promega) e 200 µl de meio OptiMEM (Gibco) por 20 minutos a temperatura 

ambiente. A seguir, essa mistura foi acrescentada ao meio com as células em 

cultivo. Após 24 horas, o meio foi trocado por meio fresco e a cultura foi 

observada em microscópio Axiovert 200 epifluorescência (Zeiss), equipado com 

uma câmara Nikon DMX1200F e as imagens foram registradas com o software 

NIS Elements (Nikon). Entre 24 e 48 hs, foi registrada fluorescência no 

comprimento de onda de 509 nm (emissão máxima por excitação máxima em 

488 nm). A transfecção transiente foi utilizada para avaliação inicial da eficiência 

do plasmídeo e ensaio de microfluorimetria de cálcio. 
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3.3.14 Transfecção estável em células CHO K1 ou HEK293F 
 

Transfecção estável foi obtida por seleção de células com incorporação 

dos genes CALX selvagem e mutante (CALX CBD1-(GGS)4-CBD2) no genoma 

com o objetivo de obter uma cultura com expressão mais homogênea e com 

expressão em maior porcentagem de células, o que é importante para os ensaios 

funcionais. O mesmo procedimento descrito acima para transfecção foi realizado 

com plasmídeos pcDNA3.1 contendo os genes de interesse, digeridos, 

linearizados, pela enzima BglII. No caso das células CHO, a seleção foi feita pelo 

cultivo dessas células em meio contendo neomicina 1 mg/ml, por 30 dias, 

aplicação de ionomicina 10 µM por 24hs (tóxica para células sem expressão do 

trocador) e “sorting” por citometria de fluxo no equipamento BD FACSAria™ 

Fusion localizado no Núcleo de Terapia Celular e Molecular na USP, das células 

fluorescentes devido à presença de GFP. No caso das células HEK, a seleção 

foi feita apenas pelo cultivo dessas células em meio contendo neomicina 1 

mg/ml, por 30 dias. As células foram congeladas e estocadas em nitrogênio 

líquido. A fluorescência da GFP foi observada nas células CHO até seis meses 

após a transfecção. 

 

3.3.16 Medidas das Δ[Ca2+]i por microfluorimetria 
 

A avaliação de atividade  dos trocadores CALX, NCX1.1canino e NCX1.4 

por microfluorimetria  foi feita em células CHO K1. O ensaio foi realizado em 

quatro condições: aplicação de ATP 100 µM ou ATP 100 µM + EGTA 30 mM em 

células incubadas com o tampão de Krebs (5 mM de KCl, 160 mM de NaCl, 1.2 

mM de MgCl2, 1.5 mM de CaCl2 10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES-NaOH, 

pH 7,4) ou com Na+-deficient NMDG+-medium (Na+-free) (5,5 mM de KCl, 147 

mM de N-methyl glucamine, 1,2 mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2, 10 mM de 

glicose, e 10 mM de HEPES, pH 7,4)  em poços distintos, cultivados no mesmo 

tempo com aproximadamente 5x104 células/poço, em placas de 96 poços pretas 

de fundo transparente (MOLINARO et al., 2015). As células CHO K1 foram 

encubadas por 1 hora a 37°C com o kit FLIPR Calcium4 Assay (Molecular 
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Devices). Após este período de incubação, as medidas de variação da 

concentração de cálcio livre intracelular [Ca2+]i por microfluorimetria foram 

realizadas no equipamento flexstation3. A fluorescência emitida pelas amostras 

em cada poço foi lida em intervalos de 1,35 segundos, tendo o experimento 

durado um total de 200 segundos. Monitoramos a fluorescência basal durante 

os primeiros 30 segundos e realizamos o estímulo com ATP ou ATP e EGTA, e 

coletamos os dados pelo restante do tempo. A [Ca2+]i foi determinada dividindo-

se cada medida de fluorescência (F) pelo valor da fluorescência na primeira 

leitura (F0). 

 

3.3.17 Medidas das Δ[Ca2+]i por microscopia  
 

A atividade dos trocadores NCX canino em células CHO K1 foi avaliada 

de através da quantificação da variação da concentração de cálcio intracelular 

([Ca2+]i) por meio de imageamento de cálcio (ex = 485 nm, em = 525 nm) em 

placas de petri utilizando o microscópio confocal Confocal Zeiss LSM-780-NLO 

(CEFAP-USP) As células foram incubadas com 5 µM de Fluo4-AMTM em tampão 

de Krebs (5 mM de KCl, 160 mM de NaCl, 1,2 mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2 

10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,4) por 45 minutos a 37 °C. 

Após este período, trocamos o tampão de Krebs pelo tampão Na+-free (Na+-

deficient NMDG+medium: 5,5 mM de KCl, 147 mM de N-methyl glucamine, 1,2 

mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2, 10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES, pH 7,4) 

e iniciamos a medidas. Após 60 segundos injetamos 33 M de CaCl2 de para 

estimular a atividade de troca (MOLINARO et al., 2015). Neste contexto, o 

trocador realiza o transporte passivo de Ca2+ e Na+, aumentando os níveis 

intracelulares de Ca2+ o que ocasiona aumento da fluorescência interna da 

célula. A [Ca2+]i foi obtida dividindo-se cada medida de fluorescência (F) pelo 

valor da fluorescência na primeira leitura (F0) 
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3.4 Resultados e Discussão 

 

3.4.1 Caracterização estrutural   
 

Ottolia et al. 2010 e Giladi, 2010 inseriram um linker de sete alaninas entre 

a His501 e a Ala502 do NCX canino. Os primeiros observaram, por experimentos 

de eletrofisiologia por patch clamp, que a separação entre CBD1 e CBD2 

proporcionada pela adição do linker alterou a afinidade aparente do NCX por 

Ca2+ citoplasmático, implicando que a separação entre os CBDs  é importante 

para o mecanismo de regulação alostérica do trocador por Ca2+ (OTTOLIA et al., 

2010). Giladi e colaboradores (2010) observaram por experimento de ligação de 

45Ca e fluorescência em stopped flow,  que CBD12 selvagem e mutante 

apresentam afinidade por Ca2+ similar  (Kd ~ 0,2 a 5 M), e que a separação dos 

domínios introduzida pelo linker  aumentou a velocidade de dissociação de um 

dos ions de Ca2+ ligados em CBD1. Este íon geralmente dissocia-se lentamente 

(Koff ~ 0,5 s-1), pois este sítio encontra-se ocluído pela devido à proximidade a 

CBD2 ((GILADI et al., 2010). 

Estes trabalhos não forneceram insights sobre o mecanismo de regulação 

dos NCX por Ca2+ intracelular. Além disso um linker de sete alaninas não é 

necessariamente um linker flexível dado a propensão que poli-alaninas possuem 

para formar alfa-hélice. Propusemos anteriormente que a modulação da 

flexibilidade entre os domínios CBD1 e CBD2 faz parte do mecanismo de 

regulação alostérica do NCX e do CALX por Ca2+ intracelular (Abiko et al. 2016). 

Neste contexto, pretendemos testar o nosso modelo através da construção de 

um mutante em que a dinâmica entre CBD1 e CBD2 não seja alterada pela 

ligação de Ca2+ em CBD1. Para isso adicionamos quatro repetições de GGS 

entre a His553 e a Ala554, resíduos equivalentes à His501 e Ala502 do NCX 

canino, localizados no linker entre CBD1 e CBD2, conforme descrito na seção 

de métodos. A fim de comparar com os estudos realizados por Ottolia et al (2010) 

e Giladi et al (2010), construímos um outro fragmento em que inserimos um 

segmento de sete alaninas entre a His553 e a Ala554 no linker entre CBD1 e 

CBD2. Esta última construção foi chamada de CBD1-(7ALA)-CBD2 e é análoga 
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à construção CBD12-7ALA de Giladi e colaboradores (2010) e Ottolia e 

colaboradores (2010) (GILADI et al., 2010; OTTOLIA et al.,2010). 

O domínio CBD12 foi clonado no vetor pAE (RAMOS et al., 2004) para 

ser expresso em fusão com uma cauda de histidinas N-terminal, mas esse vetor 

não possui sítio para clivagem. Os genes codificando para CBD1-(GGS)4-CBD2 

e CBD1-(7ALA)-CBD2 foram comprados da empresa FASTBIO já clonados no 

vetor de expressão pQE-30 para serem expressos em fusão com uma cauda de 

histidinas no N-terminal, seguida por um sítio de clivagem para Factor Xa e outro 

de trombina (Figura 60 e Figura 61). 

 

Figura 60. Alinhamento das sequências de aminoácidos de CBD12 e CBD1-
(GGS)4-CBD2. A inserção de (GGS)4 está sublinhada por uma linha amarela enquanto 
os domínios CBD1 e CBD2 estão indicados pelas linhas vermelha e azul, 
respectivamente.  

 

Figura 61 Alinhamento das sequências de aminoácidos de CBD12 e CBD1-(7ALA)-
CBD2. A inserção de sete alaninas está indicada por uma linha amarela, enquanto que 
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os domínios CBD1 e CBD2 estão indicados pelas linhas vermelha e azul, 
respectivamente.  

A expressão e purificação de CBD12, CBD1-(GGS)4-CBD2 e de CBD1-

(7ALA)-CBD2 foram realizadas da mesma forma descrita detalhadamente na 

seção métodos deste capítulo, sendo que apenas o rendimento da preparação 

por litro de cultura variou entre as construções. Todas as amostras apresentaram 

grau de pureza adequado para estudos estruturais e de calorimetria conforme 

indicado por SDS-PAGE (Figura 62). Os estados de agregação das amostras 

na forma Apo e na presença de Ca2+ foram avaliados por SAXS em colaboração 

com o Prof. Cristiano L. P. Oliveira (IFUSP) e sua aluna de doutorado Maximilia 

Frazão de Souza Degenhardt. Observou-se que todas as construções 

apresentam raio hidrodinâmico próximo a 30 Å na ausência e presença de Ca2+ 

(razão molar 5:1), o que indica que a adição de cálcio não induziu agregação das 

proteínas (Tabela 3). 

 

Figura 62- Purificação de CBD12, CBD1-(GGS)4-CBD2, e CBD1-(7ALA)-CBD2 por 
cromatografia de gel filtração. A) Purificação de CBD12 em coluna de gel filtração 
Superdex 75, com volume total de 120 ml. As frações coletadas correspondem ao pico 
indicado por um asterisco. B) Separação da amostra isolada em A em uma coluna de 
troca iônica MonoQ de 8 ml. O pico coletado está indicado por um asterisco. C) SDS-
PAGE das amostras de CBD12 (canaleta 1) e as construções CBD1(GGS)4CBD2 
(canaleta 2) e CBD1(7ALA)CBD2 (canaleta 3) após purificação por troca aniônica em 
coluna MonoQ 10/100. Os resultados de purificação por cromatografia de gel-filtração e 
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troca iônica das construções CBD1(GGS)4CBD2 e CBD1(7ALA)CBD2 são equivalentes 
aos obtidos com CBD12.  

Tabela 3. Raio hidrodinâmico obtido por SAXS das proteínas purificadas na 
presença e ausência de cálcio. 

Amostra Rg (Å) 

CBD12 Apo 28,8 ± 0,2 

CBD12 Ca 2+ 28,5± 0,1 

CBD1-(GGS)4-CBD2 Apo 30,1 ± 0,2 

CBD1-(GGS)4-CBD2 Ca2+ 30.69 ±0.129 

CBD1-(7ALA)-CBD2 Apo 28,4± 0,3 

CBD1-(7ALA)-CBD2 Ca2+ 31.83 ±0.274 

 

A estabilidade térmica das construções CBD12, CBD1-(GGS)4-CBD2 e 

CBD1-(7Ala)-CBD2 foi investigada por calorimetria diferencial de varredura 

(DSC) (Figura 63), com o objetivo entender a influência do aumento da 

separação entre os dois CBDs sobre a estabilidade da proteína. Os resultados 

obtidos indicam que CBD12 apresenta temperatura de desnaturação 𝑇𝑚 =

53.3 °C, levemente menor do que CBD1-(GGS)4-CBD2 (𝑇𝑚 = 55.8 °C) e CBD1-

(7ALA)-CBD2 (𝑇𝑚 = 61.7 °C). A maior Tm observada para a construção CBD1-

(7ALA)-CBD2 sugere que está construção apresenta uma maior interface entre 

os dois CBDs (JOHNSON, 2013). Além da Tm ser diferente entre as três 

construções, os picos de Cp são significativamente diferentes (Figura 63). A 

área do pico de CBD1-(7ALA)-CBD2 foi menor do que a da construção CBD12 

selvagem, cujo pico foi menor que o da construção CBD1-(GGS)4-CBD2 (Figura 

63). As proteínas agregaram durante os experimentos. Logo, a análise do H de 

desnaturação não é quantitativa. 
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Figura 63 - Termogramas para CBD12 e mutantes. As curvas exibem Cp em função 
da temperatura. A posição do pico indica a temperatura de fusão ou de desnaturação 

da proteína. Todas as amostras continham 200 M de proteína em um tampão 20 mM 

Tris pH 7,4, 200 mM de NaCl, 5 mM de -mercaptoetanol e 1% (V/V) glicerol. 

Os experimentos de DSC mostraram que as construções CBD12, CBD1-

(GGS)4-CBD2 e CBD1-(7ALA)-CBD2 apresentaram diferentes temperaturas de 

desnaturação, sugerindo que existem diferenças na interface entre os dois 

domínios CBD1 e CBD2 que poderiam contribuir para estabilizar um mutante em 

relação ao outro e em relação ao selvagem. Dessa forma, decidimos investigar 

se a afinidade por Ca2+ foi alterada nos mutantes em relação a CBD12 selvagem, 

e para isso realizamos medidas de ITC. Os experimentos de ITC mostraram que 

a afinidade permaneceu na mesma ordem de grandeza (Kd ~ µM) e que a ligação 

de Ca2+ permaneceu cooperativa independentemente da maior separação entre 

os dois CBDs proporcionada pelo linker, pois todas as construções 

apresentaram um nHill maior que 1 (Figura 64 e Tabela 4). Este resultado é 

consistente com o fato de que, apesar de que os sítios de ligação a Ca2+ em 

CBD1 estão próximos à interface com CBD2, não há resíduos de CBD2 que 

contribuem para a coordenação de Ca2+ em CBD1. Contudo, as entalpias de 

ligação de Ca2+ (Hassociação) das construções CBD1, CBD1-(GGS)4-CBD2 e 

CBD1-(7ALA)-CBD2, equivalem a aproximadamente metade do Hassociação 

apresentado pela construção CBD12 (Figura 64 e Tabela 4). Essa diferença 

indica que a proximidade entre os dois CBDs leva à formação de contatos na 

interface, que provavelmente são estabilizados pela ligação de Ca2+ em CBD1.  
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Figura 64 Analise de ITC dos domínios CBD1, CBD12 1.1, CBD1-(GGS)4-CBD2, 
CBD1-(7ALA)-CBD2. Tampão 20 mM Tris, pH 7,4, 200 mM de NaCl e 1 % de glicerol 
à temperatura de 35ºC.  

 

Tabela 4- Ajuste das curvas de ITC aos modelos de n-sítios independentes e ao 
modelo de Hill. 

  n-sítios independentes Modelo de Hill 

Construção Kd n  H (kcal.mol-1) Kd nHill  H (kcal.mol-1) 

CBD12 1.1 1,3 M 3,77 -8380 2,6 M 3,49 -12000 

CBD1 1,8 M 3,04 -5100 1,9 M 2,64 -5404 

CBD1-(GGS)4-CBD2 2,1 M 3,85 -4030 3,5 M 3,52 -3272 

CBD1-(7ALA)-CBD2 2,7 M 4,39 -4030 4,0 M 3,98 -6817 

 

A estrutura cristalográfica de CBD12 mostra que a interface entre os dois 

CBDs é formada pela alça-EF de CBD1 que interage com a hélice H2 da alça 

FG de CBD2, e a alça BC de CBD2 que interage com resíduos do linker (Figura 

55). Wu e colaboradores (2011) mostraram que substituições na interface entre 

CBD1 e CBD2 afetam o entalpograma obtido por ITC. Embora esses autores 

não tenham analisado os dados de ITC quantitativamente, aparentemente a 

substituição R584A na interface entre CBD1 e CBD2 diminui o H de associação 

(R584A), o que se manifesta pela redução do valor de cal/sec, ou a alteram a 
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cooperatividade, quando as curvas de ITC dos mutantes passam a apresentar 

duas fases (I674Y, F519A, S678Y) (Wu et al., 2011). O efeito mais significativo 

foi observado com o mutante G555P que faz parte do linker entre CBD1 e CBD2.  

A fim de avaliar a adequação dos fragmentos a estudos estruturais por 

RMN, obtivemos espectros de 1H-15N HSQC das construções CBD1-(GGS)4-

CBD2 e CBD1-(7ALA)-CBD2, e comparamos com espectros da construção 

CBD12 selvagem adquiridos na ausência e presença de Ca2+ (Figura 65). Os 

espectros de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 foram adquiridos a 800 MHz, 

enquanto que os espectros de CBD1-(7Ala)-CBD2 foram adquiridos a 500 MHz, 

o que explicaria a observação de menos sinais no caso da última amostra. De 

forma geral, os espectros de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 são parecidos, com 

destaque para o aparecimento de um novo pico intenso e isolado na região das 

glicinas, e que pode ser relativo ao linker de (GGS)4 (Figura 65). A adição de 

Ca2+ à amostra de CBD1-(GGS)4-CBD2 leva ao aparecimento de novos picos 

(Figura 66), indicativos da ligação de Ca2+ em CBD1.  É importante notar que as 

diferenças entre os espectros de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 na forma ligada 

indicam os resíduos que estão na interface entre os dois CBDs, que deve ser 

muito mais extensa em CBD12 em comparação a CBD1-(GGS)4-CBD2 (Figura 

66). 
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Figura 65 Espectros de 1H-15N HSQC. A) CBD12 sem Ca2+; B) CBD12 na presença de 
Ca2+; C) CBD1-(GGS)4-CBD2 sem Ca2+; D) CBD1-(GGS)4-CBD2 na presença de Ca2+; 
E) CBD1-(7ALA)-CBD2 sem Ca2+; F) CBD1-(7ALA)-CBD2 na presença de Ca2+. Em 
todos os casos a concentração de Ca2+ foi ajustada para a proporção 16:1 (razão molar 
CaCl2:proteína). Picos provavelmente devido ao linker (GGS)4 são indicados por 
asteriscos pretos. Picos indicativos da ligação de Ca2+ em CBD1 são indicados por 
asteriscos vermelhos. 
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Figura 66 Sobreposição dos espectros 2D de 1H-15N HSQC das formas ligadas do 
mutante CBD1-(GGS)4-CBD2 (amarelo) e CBD12 (azul). Setas indicam mudanças no 
espectro do mutante em relação à proteína selvagem. Tampão 20 mM Tris, pH 7,4, 200 

mM de NaCl e 1 % de glicerol. Concentração de aproximadamente 400 M de proteínas 
com 6,4 mM de CaCl2. Espectro de 1H-15N HSQC da amostra purificada adquirido a 800 
MHz a 35ºC. 

 Como os espectros de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 são bastante 

parecidos, optamos por transferir os assinalamentos dos picos 1H-15N obtidos 

para as construções CBD1 e CBD2 pela ex-estudante de doutorado Layara 

Abiko. Identificamos 235 picos da forma Apo de CBD1-(GGS)4-CBD2 no 

espectro de 1H-15N HSQC, menos que o esperado com base na sequência de 

aminoácidos, 277. O número de assinalamentos que conseguimos transferir foi 

de apenas 85 devido à grande sobreposição espectral (Figura 67, Figura 68 e 

Figura 69). A observação de um número menor de picos que o esperado para a 

forma Apo é consistente com o fato de que os picos dos resíduos localizados na 

região dos sítios de ligação a Ca2+ não foram assinalados no espectro da 

construção CBD1 isolada, pois estavam ausentes do espectro devido à dinâmica 

da proteína (Cardoso et al., 2020). No caso da forma ligada a Ca2+, o espectro 

apresentou 265 picos, número ligeiramente menor do que o esperado com base 



149 
 

na sequência de aminoácidos, 277. Mas o número de assinalamentos 

transferidos foi de 177 (Figura 69 e Figura 70).  

 

 

Figura 67 Assinalamento do espectro de 1H-15N HSQC do mutante CBD1-(GGS)4-
CBD2 na ausência de Ca2+. Tampão 20 mM Tris, pH 7,4, 200 mM de NaCl e 1 % de 

glicerol. Concentração de aproximadamente 400 M de proteínas com 6,4 mM de CaCl2. 
Espectro de 1H-15N HSQC da amostra purificada adquirido a 800 MHz a 35ºC 
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Figura 68- Distribuição dos resíduos assinalados de CBD1-(GGS)4-CBD2 na forma 
APO. A) Estrutura cristalográfica de CBD12 isoforma 1.1 (PDB 3RB5), mostrando em 
azul os resíduos cujos picos no espectro de 1H-15N HSQC foram identificados com base 
em comparações. Os resíduos cujos picos não foram identificados são mostrados em 
cinza. B) Sequência de aminoácidos do mutante CBD1-(GGS)4-CBD2. Em azul estão 
destacados os resíduos assinalados. As hélices estão destacadas na sequência de 

aminoácidos por caixas amarelas e as folhas− por caixas verdes. A região 

correspondente ao linker (GGS)4 é indicada em rosa.  
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Figura 69- Assinalamento do espectro 1H-15N HSQC do mutante CBD1-(GGS)4-
CBD2 na presença de Ca2+ na proporção 16:1 (razão molar CaCl2:proteína). 
Amostra em 20 mM Tris, pH 7,4, 200 mM de NaCl e 1 % de glicerol. Concentração de 

proteína de aproximadamente 400 M com 6,4 mM de CaCl2. O espectro de 1H-15N 
HSQC da amostra purificada foi adquirido a 800 MHz a 35ºC 
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Figura 70 – Distribuição dos resíduos assinalados de CBD1-(GGS)4-CBD2 na 
presença de Ca2+. A) Estrutura cristalográfica CBD12 na isoforma 1.1 (PDB 3RB5). Em 
vermelho os resíduos cujos picos no espectro de 1H-15N HSQC foram identificados, e 
em cinza aqueles cujos picos não foram identificados. B) Sequência de aminoácidos do 
mutante CBD1-(GGS)4-CBD2. Em vermelho estão destacados os resíduos assinalados. 

A localização das hélices está indicada por caixas amarelas e das folhas− por caixas 
verdes. 

 

Em um experimento de titulação de CBD1-(GGS)4-CBD2 com Ca2+ 

acompanhado por medidas de 1H-15N HSQC, observamos que alguns picos 

experimentaram troca lenta na escala de tempo de RMN, enquanto outros picos 

experimentaram troca rápida. Assim, obtivemos curvas de titulação com base na 

intensidade da forma ligada (troca lenta) ou da posição dos picos (troca rápida) 

em função da concentração total de Ca2+ conforme ilustra a  Figura 71 A-B. As 

curvas de titulação dos resíduos de CBD1 localizados próximos a, ou nos sítios 

de ligação de Ca2+, apresentaram comportamento sigmoide (T484, S486, T489), 

enquanto os resíduos que apresentam perfis hiperbólicos (por exemplo, a Q481) 

não estão, em sua maioria, próximos aos sítios de ligação de Ca2+ (Figura 71) 

Esses comportamentos foram observados tanto no caso da titulação do mutante 



153 
 

CBD1-(GGS)4-CBD2 como no caso da proteína selvagem (Figura 71, painéis A 

e B). A interação em troca lenta, com curvas de ligação sigmoides e hiperbólicas, 

também foi observada com uma construção de CBD1 que foi titulada com Ca2+ 

acompanhando-se por 1H-15N HSQCs. A explicação para o fenômeno das curvas 

sigmoides não está na cooperatividade da ligação a Ca2+, pois o modelo de Hill 

não reproduziu corretamente a curva de titulação sigmóide mesmo quando 

consideramos a cooperatividade máxima (nHill = 4), mas sim na dinâmica em 

escala de tempo lenta (s a ms) da proteína que contribui para o R2 efetivo (R2 

+ Rex) e, consequentemente, contribui para a curva de titulação (Figura 71 

(CARDOSO et al., 2020). 
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Figura 71 Titulação de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 com Ca2+ por RMN.   Curvas 
de titulação representativas com comportamento hiperbólico (A-B) e sigmoide (C-D) 
correspondentes a resíduos que experimentam troca lenta entre uma população livre e 
outra ligada a Ca2+. (E-F) Curvas de titulação da G571 e G583 que experimentam troca 
rápida. (G-H) Estrutura cristalográfica de CBD12 (PDB 3BR5). Em azul claro, resíduos 
em troca lenta com perfil hiperbólico; em vermelho resíduos em troca lenta com perfil 
sigmoide e em azul escuro resíduos em troca rápida. Concentração de proteína de 

aproximadamente 400 M. Note que, no caso do mutante, a numeração dos resíduos 
de CBD2 após a H554 leva em conta os doze resíduos do linker. Por exemplo, G583 
(CBD1-(GGS4)-CBD2) e G571 (CBD12) compartilham a mesma posição em CBD2. 
Condições da amostra: tampão 20 mM Tris pH 7,4, 200 mM de NaCl e 1 % de glicerol. 

Concentração de proteína de aproximadamente 400 M. Espectros de 1H-15N HSQC 
adquiridos a 800 MHz e 35 ˚C. 

 



155 
 

Os picos devido aos resíduos no domínio CBD2, como G571 e L627 

experimentaram mudanças de deslocamento químico indicando que Ca2+ liga 

em troca rápida nessa região da proteína (Figura 71). O mesmo efeito foi 

relatado por Pineda em sua tese de doutorado trabalhando com a construção de 

CBD2 1.1 (PINEDA, 2020) . Este comportamento foi interpretado como sendo 

devido à baixa afinidade de CBD2 por Ca2+. O domínio CBD2 do NCX canino 

possui dois sítios de Ca2+ com Kd ~ M, mas que não foram observados no 

CALX. Ainda assim, o domínio CALX-CBD2 é capaz de ligar Ca2+, mas com 

afinidade três ordens de magnitude menor. Este comportamento de ligação de 

Ca2+ em troca rápida foi preservado no mutante CBD1-(GGS)4-CBD2 (Figura 

71, painéis A e B).  

Em resumo, o mutante CBD1-(GGS)4-CBD2 comporta-se de forma 

análoga à proteína selvagem com relação à ligação de Ca2+ em CBD1 e CBD2. 

Assim, como no caso da proteína selvagem, as curvas de titulação dos resíduos 

localizados na região de ligação a Ca2+ em CBD1 apresentaram 

comportamentos sigmóide (T484, S486, T489), enquanto os resíduos que 

apresentam perfis hiperbólicos (por exemplo, a Q481) estão, em sua maioria, 

longe dos sítios de ligação de Ca2+ em CBD1. Resíduos de CBD2 em CBD1-

(GGS)4-CBD2, como G583, L639 e R673 (G571, L627, e R661 em CBD12), 

experimentaram mudanças de deslocamento químico indicando que Ca2+ 

interage fracamente com essa região da proteína Figura 71).  

Na  Figura 72, podemos observar quais resíduos em CBD1-(GGS)4-CBD2 

sofreram maiores mudanças de deslocamento químico em função da adição de 

Ca2+: Y451, E479, K537, A544, A593 S602, L651 e R685 (A581, S590, L639 e 

R673 em CBD12). Como a extensão dos assinalamentos é pequena, 

especialmente na região dos sítios de ligação, e eles foram obtidos por 

transferência, as mudanças de deslocamento químico composto são pequenas 

(< 0,2 ppm), logo elas não revelam mudanças estruturais significativas. Mesmo 

assim, não esperamos que a ligação de Ca2+ em CBD1 provoque mudanças 

estruturais significativas em CBD12 ou CBD1-(GGS)4-CBD2, pois  CARDOSO et 

al., 2020 trabalhando com o domínio CBD1 isolado observaram apenas que a 

região de coordenação a Ca2+ torna-se mais rígida na forma ligada. Apesar do 

aumento do linker entre os dois CBDs, alguns resíduos de CDB2 ainda 

experimentaram mudanças de deslocamento químico em troca lenta devido à 
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ligação de Ca2+ em CBD1: A593 (A581), S602 (S590) e L651 (L639) (a 

numeração de CBD12 é mostrada entre parêntesis). Estes resíduos localizam-

se na interface entre CBD1 e CBD2, e esse efeito é esperado no caso da 

construção CBD12 pois a ligação de Ca2+ em CBD1 estabiliza a interface entre 

os dois CBDs (ABIKO et al., 2016; DE SOUZA DEGENHARDT et al., 2021). A 

R685 (R673 em CBD12) é especialmente importante pois forma uma ponte 

salina com E521 que se encontra em CBD1. Curiosamente, os dados obtidos 

com CBD1-(GGS)4-CBD2 sugerem que apesar da inserção do linker GGS4 a 

interação entre CBD1 e CBD2 não foi completamente eliminada (Figura 72).  

 

 

Figura 72. Chemical shift perturbation (CSP) de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2 na 
ausência e presença de Ca2+. Valores de CSP em função da sequência de 
aminoácidos (A-C). Estrutura cristalográfica de CBD12 (3RB5) (B-C). Os resíduos que 
apresentam perturbação de deslocamento químico maior que um desvio padrão acima 
da média estão coloridos em vermelho na estrutura. Em verde resíduos assinalados e 
em cinza resíduos não assinalados.  

 Para avaliar o efeito da ligação de Ca2+ em CBD1-(GGS)4-CBD2 sobre a 

dinâmica entre os dois CBDs, realizamos medidas das velocidades de relaxação 

R1 (longitudinal) e R2 (transversal) de 15N na presença e ausência de íons cálcio 

na razão molar de 16:1 (Ca2+:proteína). Exemplos dos dados brutos são 

mostrados nas Figura 73 e Figura 74 para R1 e R1, respectivamente 
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A razão R2/R1 (Figura 75) depende apenas do tempo de correlação global 

da molécula (c). Estimativas do c assumindo um tensor de difusão rotacional 

isotrópico são mostradas na Tabela 3. Observa-se que o c médio de CBD1-

(GGS)4-CBD2 na ausência de Ca2+ é 14 ns. Este valor é igual àquele obtido por 

Abiko et al 2016 para a construção CBD12 na ausência de cálcio. O c médio de 

CBD12 aumenta para aproximadamente 20 ns na presença de Ca2+, enquanto o 

c médio do mutante CBD1-(GGS)4-CBD2 permanece próximo a 14 ns na 

mesma condição (Tabela 5). Essas observações indicam que CBD12 tende a 

comportar-se como um corpo rígido na forma ligada a Ca2+ enquanto os 

domínios CBD1 e CBD2 permanecem fracamente conectados um ao outro na 

construção CBD1-(GGS)4-CBD2. Este resultado é interessante, pois sugere que 

a proximidade entre CBD1 e CBD2 é importante para estabilizar a orientação 

rígida entre os dois CBDs. 

 

Figura 73. Decaimentos de intensidade de picos selecionados do espectro de 1H-
15N HSQC de CBD1-(GGS)4-CBD2 em função da relaxação transversal de 15N (R1r). 

Os dados experimentais (azul) foram ajustados a uma curva de decaimento exponencial 

(vermelho). 
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Figura 74. Decaimentos da intensidade de picos selecionados do espectro de 1H-
15N HSQC de CBD1-(GGS)4-CBD2 em função da relaxação da magnetização 
longitudinal de 15N (R1). Os dados experimentais (azul) foram ajustados a uma curva 
de decaimento exponencial (vermelho).  

 

Figura 75. Distribuição de R1 (esquerda) e R2 (direita) de 15N para 
CBD1(GGS)4CBD2 na ausência e presença de Ca2+.  
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Tabela 5 Tempo de correlação rotacional global (c) médio estimado a partir dos 

valores de    R2/R1 de 15N medidos ao longo de CBD12 e CBD1-(GGS)4-CBD2. 

Domínios do trocador CALX 

Construção Tempo correlação rotacional global 

CBD12 APO 14 ns 

CBD12 + Ca2+ 20 ns 

CBD1-(GGS)4-CBD2 APO 14 ns 

CBD1-(GGS)4-CBD2 + Ca2+ 15 ns 

CBD1 + Ca2+ 9 ns 

 

3.4.2 Caracterização funcional  
 

Os trocadores CALX, e NCX de cão e de rato, foram clonados no vetor 

pcDXC3GMS (GEERTSMA; DUTZLER, 2011) que fusiona o C-terminal da 

proteína a um sítio de clivagem para 3C protease, GFP, Myc tag e streptavidin 

binding peptide (Figura 76).  

 

Figura 76. Construção dos trocadores NXC ou CALX. HRV3C: Human rhinovirus 3C 
protease;GFP: Proteína Fluorescente verde; Myc tag: Epítopo derivado da proteína c-
Myc; SBP: streptavidin binding peptide. 

Assim, podemos avaliar a expressão dos trocadores em células CHO 

(chinese hamster ovary cells) de maneira direta pela fluorescência da GFP 

(Figura 77). Testamos duas metodologias de transfecção, a primeira consistiu 

na transfecção transiente dos trocadores utilizando o vetor circular, e a segunda 

consistiu na transfecção permanente utilizando o vetor linarizado para integração 

no genoma da célula. Ambas a metodologias são eficientes para a expressão 

dos trocadores, porém as células transfectadas de forma permanente 

apresentaram expressão não uniforme e lenta. Talvez este fato seja decorrente 

da seleção por neomicina (antibiótico) e FACS (Fluorescence-activated cell 



160 
 

sorting) de um clone viável que contenha o gene inserido em uma região do 

genoma regulada pelo ciclo celular.  

 

Figura 77 Células CHO K1 transfectadas com os trocadores CALX (acima), NCX 
1.1 canino (no meio) e NCX 1.4 de rato (abaixo). Esquerda: campo claro; Centro: 
fluorescência da GFP; Direita: sobreposição. 

 A funcionalidade de transporte dos trocadores CALX e NCX super-

expressos  em células CHO K1 foi avaliada através da quantificação da [Ca2+]i 

(variação da concentração de cálcio intracelular) por meio de microfluorimetria 

(excitação a 485 nm e emissão a 525 nm) em placa de 96 poços utilizando o 

equipamento FlexStation III (Molecular Devices Corp). As células foram 

incubadas com o kit FLIPR Calcium4 Assay (Molecular Devices) e testamos 

quatro condições: aplicação de ATP 100 µM ou ATP 100 µM + EGTA 30 mM), 

em células incubadas com o tampão de Krebs (5 mM de KCl, 160 mM de NaCl, 

1,2 mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2 10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES-

NaOH, pH 7,4) ou com o tampão Na+-free (Na+-deficient NMDG+medium: 5,5 

mM de KCl, 147 mM de N-methyl glucamine, 1,2 mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2, 
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10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES, pH 7,4)(MOLINARO et al., 2015) (Figura 

78 e Figura 79). Neste contexto, o ATP tem função de promover a entrada de 

Ca2+ através de canais ionotrópicos purinérgicos e  a partir de estoques 

intracelulares a partir da SERCA  (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003), 

o Na+ tem a função de estimular o trocador (MOLINARO et al., 2015) e o EGTA 

age como quelante de cálcio extracelular modificando a resposta celular. 

Quando estimuladas com ATP na presença de Na+ (tampão de Krebs) 

(Figura 78), as células CHO K1 transfectadas com os trocadores NCX 1.1 canino 

e NCX 1.4 de rato (Figura 78D e Figura 78F), apresentam um aumento da 

fluorescência no momento da injeção de ATP (30s) devido à entrada de Ca2+ no 

citoplasma, e um posterior decaimento devido à remoção de Ca2+ intracelular 

pela ação do trocador NCX. Este comportamento é esperado, e pode ser 

compreendido considerando-se que o gradiente eletroquímico do Na+ seria 

suficiente para tornar termodinamicamente favorável a extrusão de Ca2+ para 

fora da célula via NCX. No experimento em que adicionamos ATP e EGTA 

(Figura 79D e Figura 79F), a atividade dos trocadores NCX parece ser muito 

mais pronunciada. Este comportamento pode ser compreendido considerando-

se que o EGTA complexa o Ca2+ do lado externo formando um gradiente 

favorável para a extrusão do Ca2+ intracelular, além disso na presença de EGTA,  

o ATP não promove a entrada de Ca2+ por ação ionotrópica uma vez que o cálcio 

presente no tampão externo está complexado o EGTA. Neste contexto, o ATP 

tem papel metabotrópico estimulando a entrada de Ca2+ pelo retículo 

endoplasmático (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003). Na presença de 

meio de cultura a ação do NCX é observada apenas quando a célula é 

estimulada com ATP+EGTA mas a ação dos trocadores parece ser menos 

eficiente (Figura 79A e Figura 79C). Quando o experimento é realizado em 

tampão Na+-free, a fisiologia da célula muda, mas observou-se que os NCX 

enviam Ca2+ para fora quando a célula é estimulada apenas por ATP, e 

permanecem inativos quando a célula é estimulada por ATP+EGTA (Figura 78G 

e Figura 78I, Figura 79G e Figura 79I). 

No caso das células  CHO K1 transfectadas com o trocador CALX, o 

comportamento é diferente em comparação com as células transfectadas com 

os NCX (Figura 78B, Figura 78E, Figura 78H e Figura 79B, Figura 79E, Figura 

79H). Quando as células são estimuladas com ATP+EGTA o trocador CALX 
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praticamente não apresenta atividade em relação ao controle (Figura 79). 

Quando as células são estimuladas apenas com ATP, a atividade dos trocadores 

CALX analisada pelo decaimento da curva de fluorescência é parecida com a 

atividade dos NCX (Figura 78B, Figura 78E, Figura 78H), no entanto as 

concentrações iniciais de Ca2+ intracelular parecem ser menores em relação aos 

controles o que sugere que o CALX estava ativo removendo Ca2+ da célula. No 

caso do estímulo com ATP+EGTA, a atividade do CALX não é observada o que 

poderia estar de acordo com a inibição do CALX pelo aumento da [Ca2+] 

intracelular.  

 

Figura 78 Microfluometria das células CHO K1 estimuladas com ATP 
transfectadas com o trocadores CALX, NCX 1.1 canino e NCX 1.4 de rato. O 
ATP(controle) consiste nas células não transfectadas com NCX  
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Figura 79 Microflumetria das células CHO K1 estimuladas com ATP e EGTA 
transfectadas com os trocadores CALX, NCX 1.1 canino e NCX 1.4 de rato. O 
ATP(controle) consiste nas células não transfectadas com  NCX 

 

A atividade reversa dos trocadores NCX canino em células CHO K1 foi 

avaliada  através da quantificação da variação da concentração de cálcio 

intracelular ([Ca2+]i) por meio de imageamento de cálcio (ex = 485 nm, em = 

525 nm) em placa de petri utilizando microscópio confocal A1RNikon (Nikon). As 

células foram incubadas com 5 µM de Fluo4-AMTM em tampão de Krebs (5 mM 

de KCl, 160 mM de NaCl, 1,2 mM de MgCl2, 1,5 mM de CaCl2 10 mM de glicose, 

e 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,4) por 45 min a 37°C. Após este período, 

trocamos o tampão de Krebs pelo tampão Na+-free (Na+-deficient 

NMDG+medium: 5,5 mM de KCl, 147 mM de N-methyl glucamine, 1,2 mM de 

MgCl2, 1,5 mM de CaCl2, 10 mM de glicose, e 10 mM de HEPES, pH 7,4) e 

iniciamos a medidas (MOLINARO et al., 2015). Após 60 segundos injetamos 33 

M de CaCl2 de para estimular a atividade de troca. Neste contexto, o trocador 

realiza o transporte passivo de Ca2+ e Na+, aumentando os níveis intracelulares 

de Ca2+ o que ocasiona aumento da fluorescência interna da célula (Figura 80). 

No caso de células que contém o trocador NCX canino super-expresso, os níveis 

de cálcio demoram um tempo maior para serem normalizados pelos mecanismos 

de homeostase (Figura 80). Como controle utilizamos 1 mM de NiCl2 (inibidor 
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não especifico) (IWAMOTO; SHIGEKAWA, 1998) após 300 segundos para 

bloquear toda a atividade de transporte de Ca2+.  

 

Figura 80– Imageamento de Ca2+ para verificar a atividade do NCX Canino. A 

entrada de Ca2 + foi induzida pela adição de 33 M de CaCl2 no tampão externo no 
instante indicado pela seta. Controle: célula não transfectada (verde), célula tranfectada 
com o NCX canino (Marrom). O ATP(controle) consiste nas células não 
transfectadas com  NCX 

Em resumo, os resultados indicam que o NCX canino expresso em CHO 

está ativo. Porém, tivemos dificuldade com a expressão transitória dos 

trocadores NCX 1.1 canino e CALX na linhagem CHO K1 (chinese hamster ovary 

cells): as células transfectavam de forma adequada, mas em pouco tempo após 

a transfecção (>24 horas) era possível observar morte celular, o que foi mais 

visível em células transfectadas com CALX e o mutante CALX-(GSS)4 do que 

com o NCX-1.1. Portanto, não foi possível realizar experimentos de 

imageamento de cálcio que dependem de grande quantidade de células com os 

trocadores CALX e o mutante CALX-(GSS)4. 

A morte das células CHO transfectadas com o CALX poderia ser 

decorrente da senescência da linhagem CHO K1, contudo testamos a linhagem 

HEK293T e o efeito observado foi similar. Neste contexto, realizamos uma 

mudança de estratégia, substituindo a transfecção transitória pela transfecção 

permanente, que utiliza o vetor linearizado para integração no genoma da célula 

para gerar uma linhagem com expressão estável. Escolhemos como linhagem 

para a transfecção permanente HEK293F que tem duas características 

interessantes: a primeira é que ela tem uma alta sensibilidade a neomicina, e, 
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portanto, permite selecionar de modo fácil células transfectadas com neomicina. 

E a segunda é que esta linhagem pode crescer tanto em aderência quanto em 

suspenção o que pode no futuro ser utilizado como um método para a obtenção 

de amostras para estudos estruturais. 

Neste contexto, realizamos a transfecção do trocador NCX 1.1 canino, 

CALX e o mutante CALX-(GSS)4, porém apenas o trocador NCX 1.1 canino 

apresentou estabilidade de expressão no final do processo de seleção, o que 

pode ser observado de maneira direta pela fluorescência da GFP (Figura 81).  

Acreditamos que o principal motivo para impossibilidade da criação de uma 

linhagem expressando permanentemente o CALX ou CALX-(GSS)4 seja o 

fenótipo de transporte do trocador que seria deletério para a célula. 

 

Figura 81 Células HEK293F transfectadas com o vetor do pcDXC3GMS 
como os trocadores NCX 1.1 canino. Esquerda: campo claro; direita: 
fluorescência da GFP; Direita:   
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3.5 Conclusões Parciais e Perspectivas 

 A proposta deste capítulo foi investigar o mecanismo de regulação 

alostérica dos trocadores NCX pela combinação de uma abordagem estrutural, 

e outra funcional. Para isso desenhamos o mutante CBD1-(GGS)4-CBD2 

contendo um linker de 12 amino ácidos entre a His553 e a Ala554 do CALX, e o 

caracterizamos por RMN e calorimetria. E realizamos ensaios funcionais de 

transporte de Ca2+ com os trocadores CALX e NCX selvagens  

 As construções CBD1-(GGS)4-CBD2 e CBD1-(7ALA)-CBD2 foram 

purificadas utilizando três etapas cromatográficas: afinidade, gel-filtração e troca-

iônica. O estado de agregação foi verificado por SAXS e observamos que as 

duas construções são monodispersas na ausência e presença de Ca2+. De forma 

geral os experimentos de RMN, DSC e ITC apontam para a estabilização da 

interface entre os domínios CBD1 e CBD2 devido à ligação de Ca2+ em CBD1. 

Essa interface é menor nas construções CBD1-(GGS)4-CBD2 e CBD1-(7ALA)-

CBD2 em relação à construção CBD12. Nota-se que a ligação de Ca2+ em CBD1 

envolve menor Hassociação no caso das construções CBD1, CBD1-(GGS)4-CBD2 

e CBD1-(7ALA)-CBD2, em relação à construção CBD12 (Figura 64 e Tabela 4). 

Isso sugere que a adição do linker efetivamente reduziu a interface de interação 

entre CBD1 e CBD2. No entanto, essa redução foi mais pronunciada com a 

inserção do linker (GGS)4 entre CBD1 e CBD2. A inserção do linker não alterou 

a afinidade de CBD1 por Ca2+ o que significa que os sítios de ligação em CBD1 

permaneceram intactos nos mutantes (Figura 64 e Tabela 4 ). As medidas das 

velocidades de relaxação de 15N, R1 (longitudinal) e R2 (transversal), de CBD1-

(GGS)4-CBD2 mostraram que a inserção do linker GGS4 efetivamente 

desacoplou a dinâmica entre CBD1 e CBD2.  

 Medidas das Δ[Ca2+]i por microfluorimetria  (Figura 79) indicaram uma 

diferença clara de fenótipo entre o CALX e os trocadores NCX 1.1 canino e de 

NCX 1.4 de rato, porém o nível de intensidade da resposta do CALX foi baixo, 

sugerindo baixa expressão desse trocador. Normalmente, este problema de 

baixa expressão pode ser resolvido com a criação de uma linhagem, o que não 

foi possível pelo método de transfecção permanente provavelmente devido à 

toxicidade acentuada, que não permitiu a seleção de um clone viável. A mudança 

da célula hospedeira para HEK293F também não mostrou melhores resultados. 
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Por outro lado, o trocador conseguimos caracterizar a funcionalidade do NCX 1.1 

canino em células CHO K1 (Figura 79 e Figura 81), e nas medidas de Δ[Ca2+]i 

por microscopia confocal (Figura 80). Este trocador poderá no futuro ser utilizado 

para a produção de amostras para estudos estruturais do trocador completo.  
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4 Conclusões finais e Perspectivas finais  

 

Os trocadores de Na+/Ca2+ tem um papel de destaque no processo de 

homeostasia de Ca2+. Consequentemente eles estão envolvidos no 

desenvolvimento de diversas doenças importantes, como neoplasias, doenças 

neurodegenerativas e cardíacas. No entanto, poucos medicamentos têm como 

alvo o NCX, e todos estão em fase inicial de desenvolvimento. Tal fato decorre 

por um lado de um entendimento limitado do mecanismo de regulação alostérica 

desses trocares e do mecanismo de transporte e, por outro, da ausência de uma 

estrutura tridimensional com resolução atômica.   

Neste trabalho de doutorado investigamos os trocadores de Na+/Ca2+ para 

compreender melhor o mecanismo de regulação alostérica e o mecanismo de 

transporte de Na+ e Ca2+ pela membrana. Essencialmente, fizemos o seguinte: 

• O estabelecemos uma metodologia para a expressão e purificação de 

amostras de NCX-Mj enriquecidas isotopicamente para estudos de RMN, com 

as quais fomos capazes de obter espectros 1H-15N TROSY de excelente 

qualidade a 800 MHz na presença de micelas de DDM. NCX-Mj é uma proteína 

integral de membrana de dez -hélices transmembranares e aproximadamente 

300 aminoácidos, e por isso encontra-se no limite da aplicação dos métodos de 

RMN em solução para a obtenção de informações estruturais detalhadas. A 

obtenção de amostras do NCX-Mj enriquecidas isotopicamente com 15N abre o 

caminho para a realização de estudos de dinâmica que poderão ajudar a 

compreender o mecanismo de transporte dessa proteína. 

• Desenhamos e caracterizamos de forma preliminar um mutante (CBD1-

(GGS)4-CBD2) do domínio sensor de Ca2+ do CALX. Este mutante, afeta 

negativamente a interface de interação dos domínios sensores CBD12, 

desacoplando a dinâmica entre os CBDs sem alterar a afinidade por Ca2+. O 

desenho deste mutante abre a possibilidade de estudar a contribuição da 

dinâmica de CBD12 para o mecanismo de regulação alostérica do trocador em 

ensaios funcionais. Entretanto, a expressão do CALX e do mutante CALX-

(GSS)4 em células eucarióticas não foi trivial, possivelmente porque o 

funcionamento do trocador foi tóxico para as células de mamífero, o que até o 

momento impossibilitou a realização de uma caracterização mais profunda.  
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Embora o trabalho aqui descrito não tenha respondido de forma definitiva 

às perguntas feitas no início, ele abriu o caminho para diversos novos 

experimentos e estudos que poderão ser explorados no futuro. 
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