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RESUMO.- A VDAC é uma porina presente na MME cuja 
função é crucial no metabolismo energético, sobrevivência 
e morte celular. A caracterização da VDAC torna-se impor-
tante para a compreensão das inter-relações da mitocôn-
dria com os diferentes componentes citosólicos, tais como 
a HK. A ligação HK-VDAC favorece a utilização do ATP in-
tramitocondrial em células neuronais, a HK cerebral pode 
interagir de formas diferentes com a VDAC, o que resulta 
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VDAC (voltage-dependent anion channel) is a pore forming protein from outer mito-
chondrial membrane. It has key functions on energetic metabolism, and cell death and 
survival. VDAC characterization is important for understanding mitochondrial interactions 
with cytosolic proteins, such as hexokinase (HK). HK-VDAC interaction supports preferen-
tial access to intramitochondrial ATP in neural cells. Brain HK interacts in different ways 
with VDAC. It results in two HK binding sites (A and B). VDAC isoforms differential metabo-
lic roles may be explained by the presence of post-translational modi�ications. In this study 
we puri�ied avian neuronal mitochondrial VDAC1. At same time we showed that VDACs 1 
and 2 pI heterogeneity in rat and avian brains is due to phosphorylation. Puri�ied VDAC had 
a molecular weight of 30 KDa.  The puri�ied VDAC submitted to phosphorylated protein 
staining on gel, was dephosphorylated. The knowledge of presence or absence of VDAC 
phosphorylation is important for understanding the molecular nature basis of A and B HK 
binding sites in brain mitochondria.
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em diferentes sítios de ligação (sítios A e B). Os variados 
papéis metabólicos das isoformas da VDAC podem ser ex-
plicados pela presença de alterações pós-traducionais. No 
presente trabalho puri�icamos a VDAC1 mitocondrial neu-
ronal proveniente de cérebro aviar. Paralelamente, com-
provamos que a presença de múltiplas formas das VDACs 
1 e 2 em cérebros murino e aviar, seja devida à presença 
de modi�icações pós-traducionais, nomeadamente a fosfo-
rilação. A proteína isolada apresentou peso molecular de 
30KDa. Quando submetida à eletroforese e posteriormente 
à coloração para a identi�icação de fosfoproteínas, a mesma 
mostrou-se desfosforilada. O conhecimento da presença, 
ou ausência de fosforilação das VDACs, reside na importân-
cia de estabelecer-se as bases moleculares ligadas à exis-
tência de sítios A e B nas mitocôndrias neuronais.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: VDAC, hexoquinase, interactôma, fosfo-
rilação, mitocôndria, neurônio, cérebro.
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INTRODUÇÃO
A VDAC (Canal Aniônico Voltagem Dependente) é uma pro-
teína presente na MME (membrana mitocondrial externa), 
tendo peso molecular entre 29 e 37 KDa (Sorgato & Moran 
1993). A estrutura da VDAC é composta por aproximada-
mente 280 aminoácidos (Sampson et al. 1997). A VDAC tem 
a conformação espacial de um β-barril an�ipático, composto 
por 16 β-folhas. Em anexo ao β -barril encontra-se a sequ-
ência de aminoácidos que compõem a α-hélice N-terminal 
(Casadio et al. 2002), a qual ajudaria na �ixação da porina 
à MME. Além desta função sabe-se que α-hélice N-terminal 
pode interagir com outros componentes, tais como o cito-
cromo c, Smac/Diablo e AIF, que são importantes fatores 
pró-apotóticos. A α-hélice N-terminal da VDAC é vital para 
o estabelecimento da ligação Hexoquinase (HK)-VDAC sen-
do, portanto vital para as funções da porina (Pastorino et 
al. 2002).

É descrito na literatura cientí�ica que a HK cerebral pode 
interagir de formas diferentes com a VDAC, o que resulta 
em diferentes sítios de ligação. Cada sítio apresenta certa 
diferença em relação ao outro, o que pode ser demonstra-
do através do tratamento experimental das mitocôndrias 
com glicose-6-fosfato (G-6-P). Por meio deste tratamento 
demonstrou-se a existência de dois sítios de ligação: o sítio 
A e o sítio B (KABIR e WILSON 1994). O sítio A mostrou-se 
susceptível ao tratamento com G-6-P, a qual desliga a HK do 
mesmo. Entretanto, a hexoquinase ligada ao sítio B mos-
trou-se refratária a esse tratamento. Portanto, a proporção 
entre o sítio tipo A e o sítio tipo B varia entre as diferen-
tes espécies animais, sendo de aproximadamente 90:10, 
60:40, 40:60, e 20:80 nas mitocôndrias cerebrais de rato, 
coelho, bovino e humano, respectivamente (Cerqueira Cé-
sar & Wilson 2002). De acordo com Hutny & Wilson (2000) 
as bases moleculares que geram a existência dos sítios de 
ligação consistem na presença de diferentes fosfolipídios 
da membrana mitocondrial externa.

Relatou-se que é possível apenas religar a hexoquinase 
desligada do sítio A. Por outro lado, o sítio B é intrinseca-
mente incapaz de permitir que uma vez a hexoquinase li-
berada, seja religada. O fato de não se realizar a religação 
ao sítio B suportaria a suposição de que somente o sítio 
A é importante �isiologicamente na relação de liberação/
religação da (HK), o que poderia acontecer em resposta à 
necessidade energética do cérebro. Foi sugerido que o sítio 
B deverá agir como reservatório de hexoquinase, liberando 
a enzima para o sítio A em situações de alta demanda ener-
gética da célula (Golestani et al. 2007).

São conhecidas três isoformas da VDAC (VDAC1, VDAC2 
e VDAC3) em mamíferos (Sampson et al. 1998). A célula 
neuronal aviar apresenta uma expressão mais elevada da 
VDAC1, em relação às outras duas isoformas (Poleti et al. 
2010). Valores elevados no nível de VDAC 1 e baixos níveis 
de VDAC 2 foram observados em um grupo de pacientes 
epiléticos fármaco-resistentes, o que pode estar relaciona-
do com a diminuição da produção e translocação de ATP 
mitocondrial, sendo que esta diminuição causa falha ener-
gética e agrava a disfunção mitocondrial (Jiang et al. 2007).

Adicionalmente Poleti et al. (2010) observaram que a 
VDAC 1 e VDAC 2 apresentam heterogeneidade de pontos 

isoelétricos. A VDAC1 foi dividida em dois spots nas célu-
las neuronais murinas e bovinas e em três spots em células 
neuronais aviares. A VDAC2 foi separada em três, cinco, e 
dois spots em células neuronais de murino, bovino e aviar, 
respectivamente (Poleti et al. 2010). Outro aspecto diferen-
cial entre neurônios aviar e murino, reside no fato de que 
nos primeiros a VDAC faz parte de mais complexos protei-
cos (5), que nos últimos (1) indicando uma cinética dife-
renciada de montagem (Crepaldi et al. 2011).

As alterações pós-traducionais das VDACs compreen-
dem acetilação de lisina e fosforilação de serina, treonina 
e tirosina (Shoshan-Barmatz et al. 2010). Neste sentindo 
a VDAC 1 apresenta fosforilação de duas serinas, Ser-12 e 
Ser-136. Por outro lado, a VDAC 2 apresenta fosforilação 
da Tyr-237 e a VDAC3 da Thr-33 e Ser-241 (Distler et al. 
2007).

Assim, em todas as três isoformas da VDAC os resíduos 
de aminoácidos fosforilados são acessíveis à modi�icação 
mediada por proteínas quinases, e fosfatases localizadas 
no espaço citosólico e intermembrana, o que pode explicar 
os diferentes papéis metabólicos das isoformas da VDAC. 
No presente trabalho puri�icamos a VDAC1 e comprovamos 
ser a heterogeneidade das VDACs 1 e 2 em cérebros murino 
e aviar devida à presença de fosforilação.

MATERIAL E MÉTODOS
Os cérebros aviares foram retirados e pesados logo após o abate 
dos animais no matadouro escola da USP, Campus de Pirassunun-
ga. Por sua vez, os cérebros de rato, foram obtidos após eutaná-
sia de animais provenientes do biotério da Universidade Camilo 
Castelo Branco, campus Descalvado (SP). Para cada extração mi-
tocondrial foram utilizados 3 cérebros íntegros, tanto de proce-
dência murina como aviar. Após a remoção, o material biológico 
foi imediatamente imerso em nitrogênio líquido.

O isolamento mitocondrial foi realizado conforme descrito 
por Crepaldi et al. (2011), seguindo o mesmo procedimento, tanto 
para o material de procedência murina, quanto para o de proce-
dência aviar. As proteínas totais foram determinadas pelo kit BCA 
Protein Assay Kit (código 23225, Thermo Scienti�ic) utilizando 
como padrão uma solução de albumina bovina. As mitocôndrias 
isoladas foram armazenadas em nitrogênio líquido.

Após o isolamento mitocondrial, a amostra foi submetida à so-
lubilização e à Cromatogra�ia pelos métodos descritos por De Pin-
to et al. (1987) e Gincel et al. (2000). As mitocôndrias (5mg/ml) 
sofrem choque osmótico pela ação do tampão Tris-EDTA (10mM 
Tris-HCL, 1mM EDTA, 0,25mM PMSF e 0,5μg/ml leupeptina, pH 
7,0) e são centrifugadas por 30 minutos a 15100xg. As membra-
nas foram solubilizadas pelo tampão de solubilização (3% Triton 
X-100, 10mM Tris-HCL, 1mM EDTA, 0,25mM PMSF e 0,5μg/ml 
leupeptina, pH 7,0). Em seguida o pellet foi mantido a 25°C por 30 
minutos para que o tampão de solubilização separasse a VDAC da 
membrana mitocôndrial externa. Após este período, a amostra foi 
centrifugada a 15100xg durante 30 minutos. O sobrenadante foi 
submetido à cromatogra�ia.

A coluna cromatográ�ica era composta por uma resina de Hi-
droxiapatita Bio-Gel HTP (BIO-RAD) e Celite 535 (codigo 22138, 
Fluka) na proporção de 2:1. A amostra foi aplicada diretamente na 
coluna. A eluição foi realizada com o tampão de solubilização. Os 
eluatos foram concentrados utilizando acetona gelada. A amostra 
foi tratada com acetona gelada na proporção de 1:1 e centrifugada 
a 15100xg por 30 minutos. Após este processo, o sobrenadante foi 
retirado e o pellet foi ressuspenso em tampão de solubilização.
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O preparo do gel segue a técnica descrita por Laemmli (1970). 
A corrida eletroforética foi mantida a uma voltagem de 200V du-
rante 60 minutos. Ao �inal da corrida, os géis foram corados por 
1 hora com azul de Coomassie (0,1% coomassie blue R-250, 10% 
ácido acético e 40% metanol) e descorados overnight em solução 
descorante (40% Metanol, 10% Ácido Acético). As imagens dos 
géis 2-DE foram obtidas usando o ImageScanner PowerLook 1120 
e analisados pelo software Image Quant -TL (GE Healthcare).

Para a realização do gel 2-D as mitocôndrias foram diluídas 
em solução de reidratação “DeStreak” (Uréia 7M, Thiouréia 2M, 
CHAPS 2 % e azul de bromofenol 0,002%), acrescentado de 0,5% 
de tampão de IPG pH 3-10, 20mM DTT e 1% Inibidores de Prote-
ase.

Esta solução foi utilizada para uma reidratação passiva das ti-
ras de IPG (13cm; pH 3-10 L) no Immobiline Drystrip Reswelling 
Tray durante 14 horas à temperatura ambiente. A primeira di-
mensão (Focalização Isoelétrica - IEF) foi realizada no aparelho 
Ettan IPGphor à temperatura de 20°C por aproximadamente 5 h, 
com uma voltagem inicial de 500 V e em seguida, aplicando-se um 
gradiente de 1000 à 8000 V tendo no �im uma voltagem estável de 
8000 V, com um limite de corrente de 75mA/tira.

Para a segunda dimensão, as tiras foram equilibradas por 15 
minutos em Tampão de Equilíbrio I e 15 minutos, em Tampão de 
Equilíbrio II sob leve agitação (Tampão de Equilíbrio I: 6M ureia, 
75mM Tris-HCl pH 8.8, 29,3% Glicerol, 2% SDS, 0,002% azul de 
bromofenol, 65mM DTT; Tampão de Equilíbrio II: 6M uréia, 75mM 
Tris-HCl pH 8.8, 29,3% Glicerol, 2% SDS, 0,002% azul de bromofe-
nol, 197mM Iodoacetamida) e em seguida, sobrepostas ao gel de 
acrilamida (SDS-PAGE 12 %) (18 x 16 x 0.15cm). A tira foi �ixada 
sobre o gel com uma solução selante de agarose (25mM Tris base, 
192mM glicina, 0,1% SDS, 0,5% agarose e 0,002% de azul de bro-
mofenol). O tampão de corrida utilizado foi o de Laemmli (1970) 
(1x concentrado para o anodo e 3x concentrado para o cátodo). 
Para a corrida eletroforética foi mantida uma corrente de 25mA/
gel a uma voltagem inicial de 90V por 30 minutos e posteriormen-
te aumentada para 250V por 6 h.

Ao �inal da corrida, os géis foram submetidos à detecção de 
proteínas fosforiladas via coloração pelo Methyl green através 
do kit GelCode Phosphoprotein Staining kit (Thermo Scienti�ic). 
Após esta etapa o gel foi escaneado para obtenção da imagem das 
proteínas fosforiladas e em seguida submetido a sucessivas lava-
gens com água destilada e corado por 1 h com azul de Coomassie 
(0,1% coomassie blue R-250, 10% ácido acético e 40% metanol) e 
descorados overnight em solução descorante (40% Metanol, 10% 
Ácido Acético), com o propósito de visualizar o per�il eletroforé-
tico total.

Para a realização do blotting, após a eletroforese, os géis fo-
ram transferidos à 80V, 400mA durante 1:40 h para uma membra-
na de nitrocelulose com poros de 0,45 μm, utilizando a unidade 
de transferência TE 62 (GE Healthcare) e o sistema de tampão de 
Towbin et al. (1979). As membranas foram bloqueadas pela incu-
bação overnight à 4°C em tampão TBS (20mM Tris, 0,5 M NaCl, 
pH 7.5) contendo 5% de leite em pó desnatado e 1% gelatina. 
As membranas foram incubadas com anticorpos primários anti-
-VDAC1 e secundários conjugados com peroxidase (Bio-Rad). Os 
anticorpos foram diluídos em tampão TBS contendo 1% gelatina. 
Em seguida, a quimiluminescência foi revelada em �ilme de raio-X 
no Hospital Veterinário da Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia da Universidade de São Paulo - campus de Pirassunun-
ga.

RESULTADOS
O protocolo de puri�icação escolhido envolve a solubiliza-
ção da proteína com detergente, seguido por cromatogra�ia 

(De Pinto et al. 1987). No caso, a membrana mitocondrial 
externa foi dissolvida com um detergente não iônico, o Tri-
ton X-100. Na presença deste detergente, ou qualquer ou-
tro que contenha uma cauda de polioxietileno ligada a um 
grupo hidrofóbico, a VDAC solubilizada apresenta o aspec-
to peculiar de ser eluída sem interação com a fase estacio-
nária (Shoshan-Barmatz et al 2010). Esta característica pe-
culiar permite a puri�icação da VDAC em uma única etapa 
cromatográ�ica (Fig.1). A Figura 1 demonstra que a VDAC 
foi eluída principalmente na fração cromatográ�ica número 
4, demonstrando a existência de uma banda de peso mole-
cular compatível com o da VDAC, de 30KDa. A con�irmação 
foi realizada via Immunoblotting com anticorpos monoclo-
nais anti-VDAC 1 (Fig.2).

Fig.2. Western blotting realizado com anticorpo anti-VDAC 1 con-
�irmando uma maior intensidade da VDAC1 no quarto eluato.

Fig.1. Gel SDS PAGE corado com coomassie demonstra os diferen-
tes per�is protéicos de cada eluato, sendo o 4, aquele que apre-
senta a maior concentração da VDAC mitocondrial neuronal 
aviar.

Visando à con�irmação da presença de fosforilação das 
VDACs, géis Bi-Dimensionais de suspensões mitocondriais, 
contendo todas as proteínas desta organela, foram sub-
metidos à detecção de proteínas fosforiladas pelo método 
de coloração com Methyl green. Os reagentes deste kit hi-
drolisam a ligação fosfoéster, fosfoserina e fosfotreonina, 
portanto a fosfotirosina não é hidrolisada e não pode ser 
detectada.

A Figura 3 apresenta um gel de proteínas mitocondriais 
de cérebro aviar. Publicação anterior do laboratório havia 
identi�icado os spots assinalados via Western blotting e es-
pectrometria de massas (Poleti et al. 2010),em um padrão 
eletroforético de alta reprodutividade. Tendo con�irmado 
a identidade dos spots como VDACs 1 (spots a, b, d) e 2 
(spots c, e), por sobreposição em relação a um gel padrão, 
procedemos à execução de géis, para, com utilização de co-
loração especí�ica para proteínas fosforiladas, con�irmar a 
existência de fosforilação (ou não) das VDACs.
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Neste sentido, a Figura 4 apresenta um gel de proteí-
nas mitocondriais fosforiladas de cérebro aviar, no qual, 
também por sobreposição em relação ao gel da �igura 3, 
detectou–se a fosforilação de todas as isoformas da VDAC 
1 (a, b, d) e da VDAC2 (c, e), con�irmando ser a heteroge-
neidade de pontos isoelétricos das mesmas devida a esta 
modi�icação pós traducional. Foram detectadas três isofor-
mas da VDAC1 (a, b, d) e duas isoformas da VDAC 2 (c, e) 
fosforiladas.

Por sua vez, a Figura 5 apresenta um gel de proteínas 
mitocondriais de cérebro murino corados com coomassie 
blue, tendo sido a identidade dos spots con�irmada por so-
breposição em relação a um gel padrão, no qual con�irmou 
se a existência das VDACs 1 e2. Os spots a e b foram identi-
�icados como VDAC1 e os spots c, d, e como VDAC2

Analogamente ao procedimento efetuado com cére-
bro aviar, a Figura 6 apresenta um gel de proteínas mi-
tocondriais fosforiladas de cérebro murino, onde confir-
mou-se a fosforilação da isoformas 1 (a, b) e 2 da VDAC 
(c, d, e).

DISCUSSÃO
Nos últimos anos, a VDAC tem adquirido destaque nos es-
tudos relacionados ao papel das mitocôndrias no processo 
de apoptose. Desta maneira, a obtenção de dados relativos 
às modi�icações pós-traducionais, principalmente os relati-
vos à fosforilação tornam-se importantes no melhor enten-
dimento das interações da VDAC com outras proteínas, es-
pecialmente a hexoquinase (Pastorino et al. 2005, Crepaldi 
et al. 2011). 

Vários protocolos diferentes foram desenvolvidos para 
a puri�icação da VDAC de tecidos, células ou isolamentos 
mitocondriais. Porém este trabalho é o primeiro a puri�icar 
a VDAC1 de mitocôndrias aviares neuronais (Fig.1 e 2).

Não foi possível con�irmar que a VDAC2 tenha sido pu-
ri�icada pela utilização desta metodologia cromatográ�ica, 
pois como descrito por Poleti et al. (2010) o anticorpo anti-
-VDAC 2 foi gerado utilizando-se um polipeptídeo sintético 
correspondendo à sequência de aminoácidos 120 a 132 
da VDAC2 humana. Este anticorpo, contudo apresentou 
imuno-reatividade cruzada com a VDAC1 de mitocôndrias 

Fig.6. Gel 2DE de proteínas mitocondriais fosforiladas de cérebro 
murino. Os spots sinalizados foram detectados por sobreposi-
ção (Matches) com o gel correspondente (Fig.5) no software 
ImageMaster Platinum. As letras representam VDAC 1 (a, b) e 
a VDAC 2 (c, d, e).

Fig.5. Gel 2DE de proteínas mitocondriais de cérebro murino. . As 
letras representam VDAC 1 (a, b) e a VDAC 2 (c, d, e).

Fig.3. Gel 2DE de proteínas mitocondriais de cérebro aviar. As le-
tras representam VDAC 1 (a, b, d) e a VDAC 2 (c. e).

Fig.4. Gel 2DE de proteínas mitocondriais fosforiladas de cérebro 
aviar. Os spots sinalizados foram detectados por sobreposição 
(Matches) com o gel correspondente (Fig.3) no software Ima-
geMaster Platinum. As letras representam VDAC 1 (a, b, d) e a 
VDAC 2 (c, e).
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aviares e murina, fato novamente constatado com a VDAC 
puri�icada.

Neste trabalho optamos por utilizar a técnica de puri�i-
cação desenvolvida por De Pinto et al. (1987), por tratar-se 
de metodologia consagrada e de resultados satisfatórios. 
Contudo os resultados obtidos durante o estudo mostra-
ram que a VDAC puri�icada pela metodologia acima não 
apresentou qualquer grau de fosforilação no gel SDS-PAGE 
corado com o método de coloração de fosfoproteínas.

Esta observação deve-se, possivelmente ao fato de que 
a fosforilação confere uma menor hidrofobicidade a uma 
porção das VDACs. Essas VDACs fosforiladas não seriam 
puri�icadas pelo presente metódo. A metodologia utilizada 
caracteriza-se por isolar proteínas hidrofóbicas. Acredita-
mos, portanto, estarmos puri�icando as VDACs não fosfo-
riladas. Estamos desenvolvendo uma metodologia visando 
à puri�icação das porções não hidrofóbicas na atualidade

No presente estudo, isoformas da VDAC provenientes 
de suspensões mitocondriais, apresentaram diversos pon-
tos isoelétricos nos géis que foram submetidos à colora-
ção tradicional por Coomassie (Fig.3 e 5) e na detecção de 
proteínas fosforiladas pelo método de coloração especí�ico 
para fosfoproteínas (Fig.4 e 6).

Desta forma, é possível a�irmar por sobreposição dos 
géis que a heterogeneidade nos pontos isoelétricos das iso-
formas das VDACs seja decorrente primariamente da fosfo-
rilação e não de outras alterações pós-traducionais.

Segundo Distler e colaboradores, a existência de múlti-
plos sítios de fosforilação nas três isoformas da VDAC pode 
re�letir as diferenças funcionais das isoformas (Distler et al. 
2007). Neste sentindo, uma das importâncias da fosforilação 
reside no controle da saída do citocromo C da mitocôndria 
através da sua interação com a VDAC (Banerjee & Ghosh 
2006 ). Demonstrou-se que alterações no tamanho dos po-
ros da VDAC em mitocôndrias cerebrais de murinos após in-
teração com Bax e tBid são controlados através da fosforila-
ção da VDAC (Distler et al. 2007). Pastorino e colaboradores 
demonstraram que o GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3B) 
fosforila a VDAC em Thr 51 rompendo a ligação da HK-II com 
a mesma. Uma mutação dessa Thr53 para alanina foi capaz 
de abolir a capacidade da GSK3B de fosforilar a VDAC, pre-
servando a interação HK-VDAC (Pastorino et al. 2005).

No tecido nervoso a HK está ligada às mitocôndrias 
através do complexo HK-VDAC, o que favorece a utiliza-
ção do ATP intramitocondrial no processo de fosforilação 
da glicose em G6P (glicose-6-fosfato) (Crane & Sols 1954, 
Beltrandel Rio & Wilson 1992, Cerqueira César & Wilson 
1995, 1998, 2002). Esse acoplamento funcional da HK ao 
ATP intramitocondrial está diretamente relacionado com a 
proporção de sítios A e B nas diferentes espécies (Cerquei-
ra César & Wilson 2002).

A hexoquinase é liberada do sítio tipo A de mitocôn-
drias cerebrais na presença de glicose-6-P; a enzima ligada 
aos sítios B permanece complexada. A HK ligada aos sítios 
B não apresenta seletividade pelo ATP intramitocondrial, 
bem como uma menor sensibilidade a inibição pela G-6-P 
(Cerqueira César & Wilson, 2002).

O conhecimento da presença, ou ausência de fosforila-
ção das VDACs, reside na importância de estabelecerem-se 

as bases moleculares ligadas à existência de sítios A e B nas 
mitocôndrias neuronais.
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