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Prologue

A Na*, K* - ATPase é uma bomba cations responsavel pelo transporte ativo dos
ions Na* e K* e esta presente em quase todas as células eucaridticas superiores. O
livro permite mostrar trabalhos desenvolvidos em membranas para caracterizar
os efeitos das fenotiazinas nas fracdes de membranas enriquecidas de Na*,K*-
ATPase, permitindo-nos obter informacgdes dos efeitos estruturais destas drogas
em regides especificas das membranas lipidicas

Estudando as interacdes com membranas contendo a enzima Na*, K*-ATPase,
mostrou-se que as fenotiazinas alteram a estrutura lipidica da membrana, ja que
aumentam a anisotropia de fluorescéncia da sonda de membrana DPH. Os
resultados da interagdo das fenotiazinas com residuos de triptofano da proteina
mostraram supressao de fluorescéncia de mais da metade dos triptofanos, sem
transferéncia de energia. A estrutura local do sitio de ATP na proteina Na*, K*-
ATPase, marcado com a sonda fluorescente FITC, ndo foi afetada pela interagao
com as fenotiazinas, sugerindo que a localizagdo do sitio de ligacdo das
fenotiazinas com a enzima fica longe do sitio de ATP.
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ATP
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Introdugao

+

A Na*, K*-ATPase é uma bomba de cations responsavel pelo transporte ativo de ions Na
e K* contra o gradiente eletroquimico. A enzima utiliza a energia quimica da hidrélise da
ATP para converté-la em trabalho mecanico, e por meio de mudancas conformacionais
transporta os ions de Na* e K* através da membrana plasmatica (Jorgensen, 1982;
Swedner e Donnet, 2001). Encontramos que um fotoproduto da CPZ liga-se
covalentemente na proteina (Guevara et al., 2007). O sitio de ligagdo da CPZ tem uma
mesma estrutura local tanto na conformagdo E. quanto na E,, jd que a reacdo foi
independente do estado conformacional da proteina. Usando o marcador fluorescente
derivado da ouabaina, a antroilouabaina, avaliamos os efeitos estruturais da CPZ sobre
o sitio de ouabaina. A CPZ torna o sitio de ouabaina mais hidrofdbico e o sitio de ligacdo
da CPZ se localiza proximo ao sitio da ouabaina (Guevara et al., 2007).

DPH é uma sonda fluorescente hidrofobica usada principalmente para estudos de
propriedades dindmicas e estruturais das membranas lipidicas (Kaiser e London, 1998).
FITC é uma sonda fluorescente que marca a Na*, K*-ATPase perto do sitio de ATP. Esta
sonda é usada para estudar efeitos estruturais locais no sitio do ATP (Amler et al., 1992;
Jorgensen et al., 2003).

Neste trabalho, caracterizamos os fotoprodutos fluorescentes de CPZ, FPZ e TFP criados
por irradiacdo UV, em condi¢des controladas, por meio da técnica de fluorescéncia. As
interagdes destas fenotiazinas e de seus fotoprodutos (por meio da irradiagdo UV) com
membranas enriquecidas em Na*, K*-ATPase foram estudadas com o fim de investigar o
mecanismo de a¢do dos derivados de fenotiazinas. A CPZ, devido a seu carater anfifilico,
intercala-se entre os lipidios das bicamadas lipidicas e associa-se preferencialmente a
grupos negativos localizados na superficie da membrana (Louro et al., 1998). Para
estudar as mudancas nas propriedades dindamicas e estaticas das membranas lipidicas
por efeito dos derivados de fenotiazinas empregou-se a sonda DPH. Para estudar o efeito
estrutural local do sitio de ATP foi utilizada a sonda FITC. A localizagdo mais precisa das
fenotiazinas nas membranas bioldgicas pode ser investigada conhecendo as localizagbes
de FITC e de DPH na proteina e na membrana, respectivamente. O comportamento das
proteinas de membranas parece ser também modulado indiretamente pela alteracdo da
estrutura, termodinamica ou propriedades dindmicas da membrana lipidica (Cantor et
al., 1999; Sutherland et al., 1988). Este efeito estrutural indireto sobre a proteina pode
ser analisado usando as propriedades de fluorescéncia dos residuos de triptofano.
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O sistema bioldgico
Moléculas Bioldgicas

Os organismos vivos sdo constituidos por entidades quimicas, que podem ou ndo
formar estruturas poliméricas. No entanto, é sob a forma de polimeros que o seu
papel é mais significativo na dindmica da vida. Entre os polimeros que
caracterizam um organismo salientam-se os polissacarideos, as proteinas e os
acidos nucléicos. Além destas macromoléculas, encontramos outros compostos,
igualmente responsaveis pela constru¢do dos organismos bioldgicos. Trata-se
dos lipidios, por exemplo, os fosfolipidios (Fig. 2.1 A), componentes essenciais das
membranas bioldgicas, e dos nucleotideos, como o transportador principal da
energia quimica na célula, a adenosina-5'-trifosfato (ATP) (Fig. 2.1 B). (Ricardo e
Teixeira, 1983)

(A) P 3
/\/\/\/\/\/\/\/\/u\o/\\/\o \
) X
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Figura 2.1. Estrutura quimica de fosfolipidios (A) e da molécula de ATP (B) (modificado de

Dowhan et al., 2008).

Os lipidios sao moléculas insoluveis ou de reduzida solubilidade em agua em
virtude da sua natureza nao polar, apresentando, no entanto, grande solubilidade
nos solventes organicos. Os lipidios polares sdao chamados anfipaticos porque
contém dominios hidrofobicos, que nao interagem com a agua, e dominios
hidrofilicos, que interagem com a agua. Quando misturados com a agua, formam
expontaneamente agregados lipidicos microscépicos em uma fase separada de
sua vizinhanga aquosa, agrupando-se com suas por¢oes hidrofobicas adjacentes
e seus grupos hidrofilicos interagindo com o meio aquoso ao redor. Interagoes
hidrofobicas entre moléculas de lipidios sdo direcionadoras da formacdo e a
dmanutencao desses agregados. Dependendo das condicdes e da natureza dos
lipidios, varios tipos de agregados lipidicos podem-se formar, dentre eles,
micelas, bicamadas lipidicas e lipossomos (Fig. 2.2). A formacao de micelas é
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favorecida quando a area transversal dos grupos carregados é maior do que a
da(s) cadeia(s) de acila(s) lateral(is). A formagao da bicamada lipidica ocorre mais
facilmente quando as areas transversais dos grupos cabeca e das cadeias acilas
laterais sdo semelhantes. (Dowhan et al., 2008; Nelson et al., 2002).

Cavidade

Unidades individuais sao SN0,
cilindricas (secgdo transversal da
cabega igual a da cadeia lateral)

Unidades individuais
sio em forma de cunha
(secgdo transversal da
cabega maior do que a
da cadeia lateral)

R I
RO IEIOITHS
I IILICEELS
T80y,

Micela Bicamada
(a) (b)
Figura 2.2. Agregados lipidicos anfipaticos que se formam na dgua (Nelson et al., 2002).

As proteinas desempenham um papel crucial na estrutura e fun¢do dos seres
vivos. Apesar das suas multiplas fungdes, as proteinas apresentam uma estrutura
bdsica comum: sdo constituidas por longas cadeias poliméricas de subunidades
ligadas entre si (aminoacidos). Estes aminodcidos estdo associados entre si
através de ligacdes covalentes (ligacdes peptidicas) entre o grupo carboxila
(COOH) de um aminoacido e o grupo amina (NH;) de outro. A sequéncia de
aminoacidos que constitui uma cadeia polipeptidica tem a designacdo de
estrutura primaria.

Estrutura primaria

Estrutura secundaria Estrutura terciaria Estrutura quaternaria

Figura 2.3. Niveis de organizagdo estrutural da proteina: estrutura primaria (sequéncia de
aminoacidos), estrutura secundaria (hélice-a e folha-f), estrutura terciaria de uma proteina
globular, e estrutura quaternaria de uma proteina oligomérica formada, nesse exemplo, por
duas cadeias (modificado de Finkelstein et al., 2002).

A configuracao desenovelada das proteinas é pouco comum in vivo, sendo as
configuragdes globulares ou alongadas, resultantes de processos de
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enovelamento ou tor¢do, as mais comuns. Cada um dos radicais dos polipeptidios
interage com os radicais vizinhos, formando pontes de hidrogénio. Devido a estas
interagOes, as cadeias polipeptidicas tendem a dobrar-se espontaneamente em
forma de folha ou em espiral, originando configuragdes particularmente estaveis
em determinadas regides da cadeia polipeptidica, formando a estrutura
secundaria.

Uma das caracteristicas das proteinas é a sua interacdo com as moléculas de
agua. A tendéncia é que as regides ndo polares da cadeia polipeptidica se
agreguem, minimizando a ruptura das pontes de hidrogénio com as moléculas de
agua. Esta agregacao provoca uma alteragao da estrutura secundaria da cadeia
polipeptidica, originando configuragdes complexas e compactas do tipo globular,
constituindo o que habitualmente se designa por estrutura terciaria da proteina.

Frequentemente as proteinas mais complexas sdo formadas por diferentes
subunidades, as quais, associadas, constituem uma unidade funcional com
propriedades especificas. Proteinas de maiores dimensdes podem ser
constituidas por duas ou trés subunidades tomando, entdo, a designagdo de
dimeros ou trimeros. A estas proteinas que apresentam uma estrutura particular,
formada por varias subunidades, convencionou-se designar estrutura
quaternaria. A Fig. 2.3 mostra os quatro niveis de organiza¢do estrutural das
proteinas.

Dentro do grupo das proteinas encontramos uma classe especial de moléculas, as
enzimas, que facilitam certas reagdes quimicas. A energia quimica necessaria
para que estas moléculas desenvolvam a sua agdo catalitica especifica é fornecida
através da hidrdlise das moléculas de ATP (Finkelstein et al., 2002; Mathews et

al., 1990).

Antipsicéticos derivados de fenotiazina

Antipsicoticos do grupo das fenotiazinas sdao uma classe de farmacos
heterociclicos derivados de amina que, como muitos outros com essas
caracteristicas, apresentam importante agao contra varias disfun¢des. Os
antipsicoticos ou neurolépticos fenotiazinicos se caracterizam por sua acao
psicotrdpica, com efeitos sedativos e psicomotores. Além de se constituirem
como farmacos preferencialmente usados no tratamento sintomatico das
psicoses, principalmente a esquizofrenia, também sdo utilizados em outros
disturbios psiquicos e mesmo como anestésicos. Atualmente existem diferentes
derivados de fenotiazina que apresentam atividade neuroléptica.

As fenotiazinas possuem uma estrutura quimica formada por trés anéis onde dois
anéis benzénicos estao unidos por um atomo de nitrogénio e um de enxofre como
se mostra na Fig. 2.4.
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8 10
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R,
Figura 2.4. Estrutura quimica de um derivado da fenotiazina.

A cadeia lateral Ry, localizada na posicao 10, ligada ao nitrogénio do anel tiazina
(médio) e o grupo substituinte na posicao 2, R,, explicam as variagdes entre os
compostos de fenotiazinas. Em termos da estrutura da cadeia lateral, as
fenotiazinas sao geralmente sub-classificadas da sequinte forma:

- compostos aminoalquilicos, como a clorpromazina;
- compostos piperazinicos, como a trifluoperazina e a flufenazina.
- compostos piperidinicos, como a tioridazina.

Os derivados de fenotiazinas existem na forma de bases e sais livres. Os sais livres
como as fenotiazinas hidrocloradas sdo substancias cristalinas de cor branca, que
sdo muito solUveis em agua e solventes organicos. Esta propriedade depende do
tipo de substituintes.

Os derivados de fenotiazinas (PD) dissociam-se em solu¢des aquosas como
segue:

PD-HCIl < (PD-H)" +CI”

Eles reagem como acidos muitos fracos. Os valores de pK, para a protonagao da
fenotiazina no nitrogénio (posicao 10, Fig. 2.4) varia de 4.5 a 7.8 dependendo
principalmente do substituinte nessa posi¢ao. Os grupos aminos terciarios em R,
(Fig. 2.4) tém valores de pKs acima do pH fisioldgico, mas ndao muito, e
consequentemente nesse pH ha espécies carregadas e ndo carregadas. Lin et al.
(2003) encontraram dois valores de pKa para CPZ (para N do anel e para a amina
de R,) e trés para TFP e FPZ (para N do anel e para os dois Ns da piperazina em
Ri1), mas a técnica utilizada por eles da, em geral, valores de pK acima dos
encontrados por outros autores.

Os anéis aromaticos sao responsaveis pela absor¢do significativa e, em muitos
casos, pelas propriedades de fluorescéncia que, variando seu estado de
protonacao e o ambiente local da droga podem ser usados como sondas
fluorescentes na interagdo com membranas. A biodistribuicao seletiva de uma
droga i6nica em tecidos e membranas depende de suas propriedades de
agregacao e de interagdes complexas com seu entorno molecular, ja que a
formacao de agregados influencia as propriedades fotofisicas das fenotiazinas
(Karpinska et al., 1996; Caetano et al., 2000).

A atividade farmacoldgica das fenotiazinas é em geral dependente da sua
concentracao, e os efeitos sobre as propriedades fisicas das membranas diferem
em concentragoes baixas e altas (Welti et al., 1984). Mudancas na estrutura das
fenotiazinas ndo somente mudam sua atividade neuroléptica, mas também
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mudam o espectro e a intensidade dos efeitos colaterais. A exigéncia estrutural
para a atividade neuroléptica das fenotiazinas inclui uma substituicdo na posi¢ao
2 (Rz na Fig. 2.4) (Garcia et. al., 2005).

Os derivados de fenotiazinas tém sido foco de estudos bioldgicos, quimicos,
fisico-quimicos e fotoquimicos, devido a suas propriedades farmacéuticas e
aplicagdes. Particularmente, o comportamento fotoquimico de fenotiazinas tem
ganhado interesse, ja que causa efeitos fotossensiveis em pacientes submetidos
a terapia com estas drogas (Rodrigues et. al., 2006). A fotossensibilizacdo pode
ser através de fototoxicidade ou fotoalergia. A resposta fototdxica é
essencialmente uma reacdo exagerada a queimadura do sol, enquanto a
fotoalergia é uma reacao de hipersensibilidade atrasada. Tanto na pele como nos
olhos foram encontrados efeitos colaterais fototoxicos e fotoalérgicos nos
pacientes que ingeriram estas drogas. Entre as fenotiazinas, a CPZ tem sido
amplamente estudada para poder esclarecer os mecanismos associados aos seus
efeitos fototdxicos. Além disso, é bem conhecido que a fototoxicidade de uma
droga é frequentemente devida a agdo simultanea de moléculas intactas,
espécies intermediarias reativas e fotoprodutos estaveis formados durante a
irradiacao; por isso & muito importante avaliar qual é o papel que estas espécies
tém na fototoxicidade (Robert, 1984; Miolo et al., 2006; Chignell et al., 1985).

Sobirradiacdo, as fenotiazinas passam ao primeiro estado excitado singlete S, ou
a Sn, dependendo da energia de excitacdao e do solvente. O decaimento dos
estados excitados acontece via conversao interna (5,—S. e S:—S, e liberacao de
calor), fluorescéncia (5.—S, com emissao de luz), e cruzamento intersistema
(S:—T. ou S;—T, e T,—T,, via conversao interna). O decaimento do primeiro
estado tripleto T. pode ocorrer com emissao de luz, via fosforescéncia. Derivados
de fenotiazinas mostram valores baixos de rendimento quantico de fluorescéncia,
mas seus rendimentos quanticos de fosforescéncia sdo sempre mais altos. Além
da fosforescéncia, dois mecanismos podem desativar o estado tripleto: a
transferéncia de energia para o oxigénio molecular, que conduz a geragao de *O,
(oxigénio molecular singleto), e os processos de foto-ionizagao (Rodrigues et al.,
2006).

Clorpromazina (CPZ)

A clorpromazina (Fig. 2.5) € principalmente um agente antipsicotico, mas
também era usado para evitar vomitos e como anti-hipertensivo quando
administrado por meio intravenoso.
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Figura 2.5. Estrutura molecular da clorpromazina (CPZ).

A clorpromazina é um derivado aromatico de cadeia lateral alifatica. A natureza
do radical na posicdo 10 (N) tem influéncia na atividade farmacoldgica do
fenotiazinico e a presenca de grupos capazes de retirar elétrons na posi¢ao 2
aumenta a eficacia do neuroléptico (Silva, 2001). A CPZ em pH fisioldgico esta
protonada no nitrogénio da cadeia lateral, ja que possui um pK; de 9.3 (Lee, 1978).

A clorpromazina € uma molécula que se fotodegrada em outras espécies
moleculares quando é irradiada com luz UV. A luz UV rompe ligagdes na molécula
da CPZ permitindo formar diferentes classes de radicais livres. Os radicais livres
sdo espécies com um ou mais elétrons desemparelhados. O elétron
desemparelhado frequentemente da como resultado espécies altamente
instaveis. Estes, por serem muito instaveis, comecam a se ligar rapidamente a
outras moléculas que se encontram muito perto, para assim alcangar o equilibrio
quimico formando novas espécies mais estaveis. Os radicais livres podem ser
classificados como redutores (doando um elétron a um aceptor) e oxidantes
(aceitando um elétron de um doador) (Buettner et al., 2000).

As reacoes fotoalérgicas e fototoxicas de CPZ em humanos, assim como sua
capacidade de induzir danos cromossomais em células mamarias que foram
irradiadas com luz UV, sdo atribuidas a formacao de radicais livres (Miolo et al.,
2006). Na literatura encontra-se que a CPZ se liga fotoquimicamente a proteinas
e inibe enzimas fotossensiveis. Irradiagdo UVB sobre a CPZ em presenca da
proteina Na*, K*-ATPase deram como resultado a ligagao covalente de CPZ aum
sitio perto do sitio principal de inibicao da atividade da proteina (Kochevar et al.,
1983; Guevara et al., 2007).

A irradiagdo ultravioleta na CPZ produz uma variedade de radicais, tais como o
radical cation (via foto ionizacao), o radical promazinil neutro e um atomo de
cloro (CI*) (via ruptura homolitica), e um radical peroxil centrado no enxofre. A
desclorinagdo sequida de fotorreducao ou substituicao, a Ultima dependente do
solvente, é o principal caminho para se obter fotoprodutos de fenotiazinas, no
caso de Cl na posicao 2 (Miolo et al., 2006).

Chignell et al. (1985) descrevem a fissao homolitica da CPZ para obter o radical
Cl* e o radical promazinil (PZ*), que em presenca de agua forma a PZ e 2-OH-PZ,
como se segue:

CPZ+ hv—'CPZ" (1)

\crz' > cpz” (2)
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Sepz” > Pz +Cl* 3)
PZ'+H,0 - PZ+OH" )
PZ*+0OH®* —»2-0H -PZ (5)

O radical promazinil € um provavel candidato como espécie fototoxica in vivo e in
vitro. Além disso, esse radical pode reagir covalentemente com proteinas e
macromoléculas para produzir antigenos que poderiam ser responsaveis pela
resposta fotoalérgica a clorpromazina (Chignell et al, 1985). Esse radical é capaz
de reagir com outro radical promazinil ou com a propria CPZ para formar dimeros
ou polimeros grandes. Esses produtos tém sido observados, particularmente em
solu¢oes mais concentradas (Motten et al., 1985).

O processo de fotoionizagao para obter o radical cation foi descrito por Buettner
et al. (1989), da seqguinte forma:

Depois da absorcao inicial de um foton,
CPZ +hv—'CPZ" (S5, A >300 nm; S, A <300 NM).

Este estado singlete poderia se fotoionizar diretamente (monofotdnico),
'cPZ" —CPZ** +e~ (6)

ou, relaxar para um estado triplete,

\crz" 5crz’

O estado triplete poderia:

(a) desclorinar,

Scpz" > pz° +CI°

(b) foto ionizar diretamente,

3CPZ" — CPZ*" + e~ @
oy, (c) foto ionizar pela absorcao de outro féton (bifotdnico),
3CPZ" +hv — CPZ** + e~ (8)

As fenotiazinas sdao também sensiveis a oxidagdo por mecanismos quimicos,
fotoquimicos e metabdlicos. O processo de oxidagao na CPZ poderia acontecer
assim:

3cPZ" > CPZ™ + e
CPZ" +H,0 - CPZ-S0+e +2H" (9)
CPZ-SO+H,0—~CPZ-S80,+2¢ +2H" (10)

Tem-se reportado que mais da metade de CPZ encontrada no plasma humano
esta em forma de sulféxido (Buettner et al., 1986).
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Flufenazina (FPZ) e trifluoperazina (TFP)

A flufenazina (Fig. 3.6) tem ac¢bes antipsicdticas e neurolépticas e é 5o-70 vezes
mais potente que a CPZ na terapia de esquizofrenia. Sua cadeia lateral
piperazinica, responsavel pelas agdes extrapiramidais, possui dois sitios de
protonacao, com valores de pK; 7.2 e 3.4 (Tsakovska, 2003). Entao, cerca de 40%
das moléculas de TFP encontram-se protonadas na cadeia piperazinica em pH
fisiologico (7.4).

Além das propriedades antipsicoticas, a FPZ é dotada de agdes citotoxicas
(producdo de oxigénio singleto) e antimicrobianas (Elisei et al., 2002).

Estudos de fotdlise com luz UVA em meio aquoso mostraram que derivados
trifluorometil (CF5), como a FPZ, em solu¢des irradiadas ndo formam radicais via
fissdo na posicao 2. No entanto, encontraram-se dois fotoprodutos (F. e F, na Fig.
2.6) de FPZ formados por ataque nucleofilico ou por oxidagao do nitrogénio na
cadeia piperazinica (Miolo et al., 2006).

400!
NN CF

Flufenazina R
K/N\/\OH
G S
! 2 S
NSNS ScooH N CF3
N K/\.N/\
F1 | F2 (¢} K/
I\/N\/\OH N\/\OH

Figura 2.6. Estrutura molecular da flufenazina e dois possiveis foto produtos (F1 e F2)
conseguidos sob irradiagdo UVA em meio aquoso por Miolo et al. (2006).

A TFP (Fig. 2.7) é conhecida por ser uma droga muito potente do ponto de vista
terapéutico em psicoses, 20 vezes mais potente que a CPZ no tratamento da
esquizofrenia. Foi largamente empregada como antipsicotico por via oral, nas
fases aguda e cronica da esquizofrenia. A TFP possui dois valores de pK, 8.1 € 4.0,
para os dois sitios de protonacao na cadeia lateral piperazinica (Malheiros et al.,
1998; Post, et al., 1980). Entdo, cerca de 83% das moléculas de TFP encontram-
se protonadas na cadeia piperazinica em pH fisioldgico (7.4).

Também para a TFP foram encontrados indicios de formagao de fotoprodutos por
irradiagcdo UV. Rodrigues et al. (2006) concluiram que estados excitados tripletos
de monomeros de TFP e FPZ formam radicais cations que reagem com o oxigénio
molecular, conduzindo a formacao de fotoprodutos oxidados de TFP, como os
derivados sulfoxidos.
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Figura 2.7. Estrutura quimica de trifluoperazina.

Membrana Bioldgica

Toda célula é caracterizada por uma membrana plasmatica, que encapsula o
citoplasma e cria compartimentos internos. Além de seu papel como barreira
fisica que mantém a integridade da célula, a membrana plasmatica fornece
fungdes necessarias para a sobrevivéncia da célula, incluindo exclusdo de
substancias em desuso ou toxicas, aquisicao de nutrientes e fontes de energia,
reproducdo, locomocdo e interacdes com componentes no ambiente.
Tipicamente a membrana bioldgica contém lipidios, proteina e carboidratos em
razoes que variam com o tipo de membrana. Quase sempre o carboidrato esta
covalentemente associado com a proteina (glicoproteina) ou com o lipidio
(glicolipidio e lipopolisacarideos). Assim, a membrana pode ser considerada
como uma matriz lipidio - protéica onde as proteinas realizam fung¢des
especificas, enquanto que os lipidios sdo responsaveis pela barreira de
permeabilidade e integridade estrutural da membrana.

Modelo de mosaico fluido

O modelo de membrana bioldgico conhecido como mosaico fluido (mosaico
porque incluem proteinas, colesterol e outros tipos de moléculas além dos
fosfolipidios) é o aceito atualmente (Fig. 2.8). As bicamadas de lipidios sao fluidas,
onde fosfolipidios se difundem rapidamente por toda a superficie bidimensional
da membrana. Os fosfolipidios podem mover-se lateralmente, numa membrana
de célula bacteriana, em uns poucos minutos a temperatura ambiente. Proteinas
de membranas se difundem pela membrana da mesma forma, mas em um ritmo
mais lento devido a seu grande tamanho (um fosfolipidio pode ter cerca de
650 Da e uma proteina de tamanho médio pode ter cerca de 100.000 Da). De vez
em quando um fosfolipidio faz um “flip-flop” atravessando a membrana para o
lado oposto, mas isto ndo é comum. Isto requer que a cabeca hidrofilica do
fosfolipidio passe inteiramente através do interior altamente hidrofébico da
membrana e que as caudas hidrofdbicas estejam expostas ao ambiente aquoso.
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Figura 2.8. Modelo para a estrutura de uma membrana bioldgica: modelo de mosaico

fluido (modificada de Dowhan et al., 2008).

O colesterol € um componente importante das membranas bioldgicas. O
colesterol quebra as interagdes de Van der Waals e diminui o empacotamento das
caudas dos fosfolipidios. Este rompimento torna a membrana mais fluida.
Consequentemente, um modo de a célula controlar a fluidez de sua membrana é
regulando seu nivel de colesterol. Outra maneira para a célula controlar a fluidez
de sua membrana é regular o grau de saturagdo das cadeias de hidrocarbonetos
dos fosfolipidios. Os hidrocarbonetos saturados sdo cadeias extendidas, somente
com ligagoes simples ("saturadas" com hidrogénio), e os hidrocarbonetos
insaturados tém uma ou mais ligagdes duplas (ndo "saturadas" com hidrogénio).
Fosfolipidios com hidrocarbonetos saturados se compactam muitos juntos
aumentando as interagdes de Van der Waals, que prendem os fosfolipidios. As
cadeias de fosfolipidios insaturados impedem que os fosfolipidios consigam se
aproximar muito, diminuindo as interacdes de Van der Waals.

Nas membranas celulares sao encontrados dois tipos gerais de proteinas: as
proteinas periféricas e as proteinas integrais.

As proteinas periféricas estdo inteiramente fora da membrana, mas sdo ligadas
a ela por forcas moleculares fracas (ligagoes idnicas, pontes de hidrogénio ou
forcas de Van der Waals) e podem ser dissociadas da membrana por agentes que
rompem estas ligagoes (altas concentragdes de sais, EDTA ou uréia).

As proteinas integrais sao encaixadas na bicamada lipidica. Muitas delas estao
estendidas dum lado ao outro da membrana e sdo chamadas proteinas
transmembranares. Elas, frequentemente, tém trés dominios diferentes, dois
hidrofilicos e um hidrofébico. O dominio hidrofébico, transmembranar, insere-se
na bicamada lipidica porque é feito de aminoacidos com cadeia lateral
hidrofébica. Por causa da interagdo dos lipidios com estes dominios
transmembranares, as proteinas integrais ndo podem ser isoladas e purificadas
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sem prévia dissolu¢do com detergentes, que afastam os lipidios (Dowhan et al.,
2008).

A Enzima Na*, K* - ATPase

A enzima Na*, K* - ATPase é uma bomba de cations de sddio e potassio que
pertence a familia de enzimas denominadas ATPases tipo P. O estado atual do
conhecimento sobre sua estrutura e mecanismos relacionados a sua fungao
aparece bem descrito em alguns artigos de revisao (Jorgensen et al., 2003;
KGhlbrandt, 2004) e esta descrito também na dissertagcao de mestrado (Guevara,
2005). As ATPases tipo P sdao uma grande familia de mais de 5o proteinas de
membranas, que sdo responsaveis pelo transporte ativo de uma variedade de
cations através da membrana. A translocacao de cétions contra o gradiente de
potencial eletroquimico é conseguido por utilizar a energia de hidrolise do ATP
(KGhlbrandt et al., 2004).

Todas as ATPases tipo P sdo proteinas integrais de membrana, de multiplos
dominios transmembranares, com massas moleculares de 70-150 kDa. As
enzimas desta classe de familia criam e mantém o potencial de membrana nas
células animais e vegetais, resultante das diferentes concentragdes idnicas em
cada lado da membrana. Este gradiente de concentra¢do ionica é um dos
atributos mais indispensaveis das células vivas e aciona o transporte secundario
de agucar e aminoacidos, assim como de outras pequenas moléculas e ions
(KUhlbrandt et al., 2004; Jorgensen et al., 1982; Sweadner et al., 2001).

Em um trabalho classico, a Na*, K* - ATPase foi descrita por Skou em 1957, onde
se estudou uma ATPase que era estimulada pela presenga simultanea de Na*e K*
em uma fragdo de membrana de nervos de pata de caranguejo. Normalmente a
enzima é isolada em forma associada a membrana de tecidos ricos nesta
proteina, como 6rgaos de peixe elétrico (Brotherus et al., 1980), rim de mamiferos
(Jorgensen et al., 1971; Kyte, 1981; Kunihiro et al., 1993), como também de
glandula salina de tubardo (Esmann et al., 1985).

Caracteristicas Estruturais da Na+,K+- ATPase

A estrutura oligomérica da enzima consiste de duas subunidades de proteinas a,
B ligadas ndo-covalentemente (Fig. 2.9). Além dessas duas subunidades existe
uma pequena subunidade y (Cornelius et al., 1991; Andersen et al., 1996).

O heterodimero de subunidades protéicas a e P (Fig. 2.8), ligadas nao
covalentemente, constitui a unidade funcional minima capaz de hidrolisar ATP e
sustentar a transicdo entre os estados conformacionais E. e E, que ocorrem
durante o ciclo catalitico.
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Figura2.9 Modelo da estrutura de um heterodimero (a-f) da Na*, K* - ATPase.

Modificada de http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail5.htm

Subunidade a: a subunidade catalitica o € um polipeptidio grande com uma
sequéncia de aminoacidos conhecida (1020 residuos) e tem um peso molecular de
110 kDa. Dados bioquimicos e espectroscopicos mostram que as transi¢coes entre
as principais conformacdes, E. e E,, na subunidade a sdo importantes para as
interagdes entre os dominios citoplasmaticos (A, N e P) e os sitios de cations no
dominio transmembranar (M), mostrados na Fig. 2.10. Esta subunidade contém
os sitios de ligagdo para um inibidor especifico da enzima, a ouabaina (Jorgensen
etal., 2003; Keenan et al., 2005).

Figura 2. 10 Modelo da subunidade o de ATPase tipo P, mostrando os dominios
citoplasmaticos N (de ligagdo do nucleotidio), P (de fosforilagdo) e A (atuador), bem como o
dominio membranar (M). (KGhlbrandt, 2004).
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Dominios da subunidade "a"

Os quatro dominios bem definidos da subunidade &, mencionados anteriormente
como P, N, A e M, sdo conservados em toda familia de ATPases tipo P
(Kuhlbrandt, 2004). O dominio citoplasmatico N contém o sitio de ligagdo do
ATP; no dominio P estdo os sitios para o fosfato e Mg* o dominio A
terminal - amino ndo contém sitios de ligagdo, mas sim sitios de ruptura triptica e
o dominio M, com 10 subdominios transmembranares (hélices - o)), contém os
sitios dos cations Na*e K*(Pedersen et al., 1998; Kihlbrandt, 2004).

O Dominio “P" é o sitio de fosforilagdo aproximadamente esférico. A inser¢ao do
dominio N expde o sitio de ligacdo do Mg*? e o residuo invariante de aspartato
que durante a hidrolise do ATP se torna fosforilado por transferéncia do fosfato-
v do ATP (Fig. 2.9).

O Dominio ”N" é o sitio de ligagdo do nucleotideo (Fig. 2.9), que contém os sitios
de ligagdo de ATP e se estende desde o sitio de fosforilagdo Asp369 a dobra do
terminal carboxilico 586-DPPR. O sitio de ligacdo para a base adenina do ATP
encontra-se num bolso hidrofébico de residuos invariantes.

O Dominio “A”, dominio atuador, é o dominio citoplasmatico menor da
subunidade “a” da Na*, K* - ATPase, consistindo no segmento terminal-N e o lago
entre os segmentos M2 e M3. Na Lys30 encontra-se um sitio de ruptura triptica
bem definido. Esta parte do dominio “"A” interage com o dominio “"N” no estado
conformacional E,[K]. Apesar de ndo conter sitios de ligacdo para ions ou
cofatores, ha uma sequéncia invariante que se poe em contato com o sitio de
fosforilacdo na conformacdo E.-P, confirmando seu importante papel no
mecanismo molecular (Fig. 2.9).

O Dominio “M”, membranar, consiste de 10 hélices “a” transmembranares (M1-
M10) ou 5 pares de hélices inseridas do lado citoplasmatico (Fig. 2.9), que cercam
os sitios de ligacao dos ions na membrana, assim como curtos lagos conetivos na
superficie membranar exterior. A Fig. 2.11 mostra um modelo de homologia (com
a Ca**-ATPase) para essas hélices. As hélices M2, Mg, e M5 sdo estendidas, com
varias voltas no lado citoplasmatico, onde elas se conectam com os dominios
citoplasmaticos.

As regides transmembranares de ATPases tipo P diferem das de canais idnicos
pela auséncia dum trajeto obvio de transporte, na forma de canal aberto
preenchido por agua. Presumivelmente, isto reflete a diferenca entre os
mecanismos de transporte ativo e passivo e a necessidade de oclusdo dos cations
nas bombas de ions.
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Figura2.11 Um modelo de homologia da Na*, K* - ATPase com hélices transmembranares,
visto do lado extracelular. Observam-se os residuos destacados nos lacos extracelulares,
particularmente Lg/10. (Jorgensen et al., 2003).

Subunidade “B”: é uma glicoproteina com peso molecular ~ 35kDa que,
juntamente com os agUcares, pode atingir a ~ 55 kDa. Ela é uma proteina integral
que possui um Unico segmento transmembranar. A subunidade “p” é importante
na biogénese da enzima, parecendo desempenhar um papel na formacao e
maturacdo da holoenzima, na translocacdo e incorporagdo a membrana
plasmatica, na regulacdo da estabilidade conformacional e na atividade da
subunidade “a”. Além disso, ela pode estar envolvida na modulacdo da afinidade
da enzima por Na* e K* (Shan Ping Yu, 2003; Kawakami et al., 1988; Kawakami et
al., 1985; Guynn et al, 2002).

Subunidade “y": forma parte da familia de proteinas FXYD, que é uma pequena
familia de proteinas curtas, com um dominio transmembranar que contém a
sequéncia FXYD (KGhlbrandt, 2004). Algumas proteinas FXYD conhecidas
regulam a atividade da Na*, K* - ATPase em tecidos como o de coragao, musculo
esquelético e rim. Esta subunidade é um pequeno polipeptidio (~ 10 kDa),
denominado primeiramente como ‘“componente proteolipidica”, e foi
identificada em algumas preparagoes purificadas da enzima. Esta componente
parece ndo ser essencial para a maturacao estrutural ou funcional da Na*,
K* - ATPase (Lowndes et al., 1984; Béguin et al., 1997), mas outras evidéncias
sugerem que pode alterar a afinidade da Na*, K* - ATPase por Na* (Béguin et al.,
1997; Therien et al., 1997).

Caracteristicas funcionais

Destacam-se como importantes fungodes fisioldgicas da enzima a sua influéncia
sobre (Skou, 1988):

o O potencial de membrana: a enzima é responsavel pela manutencao do
gradiente transmembranar de Na* e K* que gera o potencial de repouso ou
fornece energia para o potencial de acao de células excitaveis;
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J A manutencdo de altas concentracdes de ion K* intracelular: altas
concentragdes de ion K* intracelular sdo de importancia para que aconteca
um numero de reagdes enzimaticas dentro das células;

J A regulagdo osmdtica: com um potencial de membrana negativo a
concentragao intracelular de anions capazes de se difundir é menor que a
extracelular. Isto compensa o efeito osmotico de anions intracelulares que
ndo podem passar através da membrang;

J O transporte ativo: o gradiente de Na* é usado como energia livre para o co-
transporte de outras substancias como acgucares, aminoacidos, e para
conter o transporte de Ca** ou H* contra gradiente através da membrana
celular.

Multiplos mecanismos podem regular a atividade da Na*, K*- ATPase,
influenciando os papéis funcionais da enzima em diferentes condicdes, tornando
a proteina vulneravel a ataques patoldgicos. Esses mecanismos reguladores
também tornam a enzima alvo potencial para tratamentos terapéuticos. Além de
sua dependéncia em ATP, a atividade da Na*, K* - ATPase é reqgulada pelo estado
de fosforilagdo, por substancias enddgenas como a ouabaina, por
neurotransmissores como a dopamina (inibidor) e norepinefrina (estimulador), e
por horménios como a insulina (Yu, 2003).

Segundo o mecanismo de reagdo de Albert-Post para a hidrdlise de ATP pela
enzima (Fig. 2.12), a proteina de membrana possui dois estados conformacionais
E. e E; durante cada ciclo catalitico.

Baixa afinidade Na+ Alta afinidade K+
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Figura 2. 12 Esquema simplificado de Post-Albers (1969) do ciclo da bomba de sddio. Ex e

E2 sdo as conformacgdes da enzima com os sitios de ligagao.
Os passos do mecanismo de transporte ionico sao (Jorgensen et al. 2003):

a. Ligagao de trés ions Na* em sitios orientados para o citoplasma.

ATP-E, +3Na’, &> E, - ATP-3Na"
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b. Fosforilacdo dependente de Na* citoplasmatico, a partir do ATP, e
oclusdo de trés ions Na*.

E - ATP-3Na" & E, - P-[3Na]+ ADP

C. O transporte de trés ions Na* para a regido extracelular, acoplado a
transicao conformacional E;-P <> E,-P.

E,-P-[3Na]> E, - P-[2Na] + Na_,,

d. Ligagdo de dois ions de K* aos sitios orientados para a regido
extracelular.

E,-P-[2Na]+2K <> E,—-P-[2K"]+ Na,,
e. Desfosforilagao ativada por K* extracelular e oclusdo de dois ions K*.
E,-P-[2K] < E,[2K]|+ P,

f. ATP agindo com baixa afinidade acelera o transporte para o interior de
dois ions K*, acoplado a transicdo conformacional E,[2K] <> E..

E,[2K1¢> E,[2K]+ ATP <> ATP-E, + 2K,

Nos esquemas acima, cit e exc referem-se a citoplasma e a regido extracelular,
respectivamente. A enzima no estado E, tem alta afinidade por Na* e ATP, porém
baixa afinidade por K*. Este estado intermediario muda para E,, formando E.P.
No estado E, a enzima tem alta afinidade para K*, mas baixa afinidade para Na* e
ATP. Desse jeito, as mudancas conformacionais permitem que os ions Na*
escapem para o meio externo e ions K* se liguem a enzima e passem para o
interior da célula. Na Na*, K* - ATPase de rim de porco, o equilibrio E;-P < E,-P é
fortemente inclinado a favor da forma E.-P (Jorgensen et. al. 2003)

Sondas fluorescentes

Uma sonda fluorescente é compreendida como um fluordéforo preparado para
responder a um estimulo especifico ou localizar-se em uma determinada regiao
de uma espécie bioldgica.

As principais vantagens do emprego de sondas ligadas a técnica de fluorescéncia
sdo: (a) a sensibilidade, pode-se estudar materiais fluorescentes em quantidades
de picogramas, (b) seletividade, derivada em parte pelos comprimentos de onda
de excitacdo e de emissdao de fluorescéncia que sdo caracteristicos de cada
composto e, (c) a variedade de possibilidades em que as amostras podem ser
rapidamente estudadas, ou seja, em solugdes diluidas ou concentradas, em
suspensdes (meio micelar) ou em superficies de sélidos.

As sondas fluorescentes podem ser divididas dentro de 3 classes: (1) sondas
intrinsecas, como o triptéfano nas proteinas (absorve em torno de 295 nm e



26

emite em 350 nm em agua); (2) sondas extrinsecas ligadas covalentemente; e (3)
sondas extrinsecas associadas (Valeur B., 2002).

Antroil-ouabaina e a ouabaina

A ouabaina pertence a uma classe de farmacos, os glicosideos cardiacos, que sao
encontrados em certas plantas e animais. A ouabaina, esterdide cardiotonico, é
inibidor especifico da Na*, K*- ATPase que, por sua vez, é o Unico receptor
fisiologico conhecido para a ouabaina. Seu sitio de a¢do esta localizado na
subunidade “a”, do lado extracelular da proteina integral. Farmacos deste tipo
possuem ac¢do especifica e poderosa sobre o miocardio, porisso é muito utilizado
em tratamentos de insuficiéncia cardiaca congestiva (Rang H. P. et al., 1993). A
ouabainatem alta afinidade pelo complexo MgE.-P da Na*, K* - ATPase, portanto
é necessario a presenca de Mg** no solvente para iniciar a conversdo da
conformacao E.-P a E,-P (Jorgensen P. L. et. al. 2003)

A antroil-ouabaina (AO) é um derivado fluorescente da ouabaina, tendo como
fluoroforo o antraceno ligado ao agUcar, para minimizar a perturbacdo a alta
afinidade inibitdria, que depende principalmente da parte esteroide do glicosideo
(Fortes P. A., 1977) (Fig. 2.13). Esta sonda fluorescente é usada em varios estudos
de Na*, K* - ATPase, como em cinética de ligagdo dos glicosideos cardiacos, em
estrutura e mudangas conformacionais (Lee J. A. et al., 1986; Amler et al., 1992;
Amler et al., 1996), assim como para deteccdo de estados intermediarios
fosforilados da enzima (Fortes P. A. et al., 1984).

A especificidade da AO pela Na*, K* - ATPase e a sensibilidade da técnica de
fluorescéncia fazem desse marcador uma importante ferramenta para estudo da
enzima, permitindo a utilizagdo de concentragdes baixas, semelhantes as
fisiologicamente relevantes. A especificidade do marcador faz com que a
purificacao da enzima ndo seja um fator primordial para obtencao de resultados
confidveis.

Hellen et al., (1997) mediram as constantes cinéticas de associagao e dissociagao
da AO a Na*, K* - ATPase fosforilada. A cinética de interagdo da ouabaina com a
Na*,K*-ATPase é relativamente lenta e a da AO é semelhante. Isso permite que
estudos de cinética sejam realizados a partir de fluorescéncia no estado
estacionario.
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Figura 2. 13 Estrutura quimica da antroil-ouabaina.

DPH (1,6 - difenil - 1,3,5 - hexatrieno)

DPH é uma sonda usada frequentemente para estudos de propriedades
dindmicas e estruturais das membranas e também para estimar a fluidez da
membrana. Esta sonda fluorescente é ideal para tais experimentos visto que
exibe um forte aumento de fluorescéncia quando em meio lipidico e responde a
ordem de orienta¢do dos fosfolipidios, ja que sua emissdo é muito sensivel a
anisotropia do ambiente local.

A DPH, mostrada na Fig. 2.14, é considerada uma molécula cilindrica com seu
dipolo de transicao aproximadamente alinhado com seu eixo molecular.
Consequentemente, a polarizacdo de sua fluorescéncia é alta na auséncia de
movimento de rotacdo e é muito sensivel a reorientagdo ao longo do eixo
molecular, resultado das interagdes com os lipidios vizinhos na bicamada. A
molécula de DPH dentro da bicamada de lipidios é geralmente orientada
paralelamente ao eixo da cadeia do lipidio, mas pode também localizar-se no
centro da bicamada de lipidios paralela a superficie. Essas propriedades tém
conduzido a seu uso extensivo para medi¢oes de fluidez em membranas.

Shat

Figura 2. 14 Estrutura quimica da sonda DPH.

As medigoes de fluidez sao feitas pelo processo despolarizacao da fluorescéncia.
Quando as moléculas de DPH inseridas na bicamada de lipidios absorvem energia
da luz polarizada verticalmente, por exemplo, emitem luz a partir do primeiro
estado excitado singlete, depois de um tempo médio caracterizado pelo tempo
de vida do estado excitado. Quando as moléculas dos lipidios da membrana estdo
em repouso, as moléculas de DPH permanecem orientadas verticalmente na
bicamada e a luz emitida também é polarizada. Se as moléculas dos lipidios tém
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mobilidade grande, os eixos moleculares da DPH mudam de dire¢ao durante o
tempo de vida do estado excitado, e a direcao de polarizagao da luz emitida
também muda aleatoriamente. Assim, é possivel associar a perda de polarizagao
com a mobilidade dos lipidios.

FITC (fluoresceina isotiocianato —isomero )

A FITC (Fig. 2.15 B) é a molécula original de fluoresceina (Fig. 2.15 A) acrescida
com um grupo funcional isotiocianato (-N = C = S). Este derivado de fluoresceina
€ capaz de unir-se a proteinas, reagindo com os grupos aminas. A
Na*, K* - ATPase, na subunidade, o, é covalentemente marcada com asonda FITC
no aminoacido Lis 5o1(lisina). Este aminoacido esta localizado perto do sitio da
ATP (ADP) em Lis 480 (Lis 492), e é utilizada para estudar efeitos estruturais
locais nesse sitio (Amler et al., 1992; Jorgensen et al., 2003).

Figura 2. 15 Estrutura quimica da fluoresceina (A) e FITC (B)

A Espectroscopia de fluorescéncia tem sido desde muito tempo uma das técnicas
mais utilizadas nos estudos de estrutura e funcao de moléculas bioldgicas, em
particular proteinas e biomembranas. A fluorescéncia é um método muito
sensivel para estudos de mudancas conformacionais, interacoes e localizagao de
sitios de agdo de moléculas de interesse biolégico em macromoléculas e
biomembranas.

A espectrometria de massas foi também usada em nosso trabalho, sobretudo na
identificacdo das massas moleculares das espécies (ou fotoprodutos) formadas
na fotodegradacao.

Descrevemos brevemente neste capitulo os principios fisicos em que estdo
baseadas nossas medidas. As secoes referentes a fluorescéncia foram escritas
com base nos excelentes textos escritos por Lakowicz (2006), Valeur (2005) .

Conceitos basicos de espectroscopia

A espectroscopia é o estudo da interacao da radiagdo com a matéria, consistindo
na absor¢do, emissdo ou espalhamento da radiagao por dtomos ou moléculas. A



29

luz é uma radiagdo eletromagnética, numa faixa restrita de comprimentos de
onda ( ~ 180 nm, ultravioleta, a ~ 9oo nm, infravermelho). As ondas
eletromagnéticas sdo caracterizadas por uma frequéncia (v) e um comprimento
de onda (A), sendo essas grandezas fisicas relacionadas pela equacao Av = ¢, onde
c é avelocidade da luz para um determinado meio.

As ondas eletromagnéticas também possuem propriedades de particula e se
comportam como particulas (fotons) com energia bem definida E=hv, onde h é a
constante de Planck. Portanto, uma radiagao eletromagnética de comprimento
de onda A é formada de fotons com energia E = hc/A.

Muitos dos processos fisico-quimicos que acontecem no mundo microscopico das
moléculas sé sdo explicados com base na mecanica quantica. Ela nos da
informagoes sobre os estados de energia que uma molécula pode ocupar e os
mecanismos pelos quais uma molécula pode mudar de um estado de energia a
outro. O estado de uma molécula ou sistema quantico é descrito por meio de uma
funcdo de onda vy que é, em geral, funcao das coordenadas espaciais e dos spins
dos elétrons e nucleos, e dos campos externos. Esta fun¢do de onda nos da uma

distribuicdo de probabilidade ( | W | 2 é a densidade de probabilidade).

A mecanica quantica mostra que uma molécula s6 pode ter energias num
conjunto discreto de valores. Estas quantidades sdo chamadas niveis de energia
da molécula. Os niveis principais de energias sdo determinados pelas possiveis
distribui¢des espaciais dos elétrons e sdo chamados niveis eletronicos de
energia; esses niveis sdo desdobrados em niveis vibracionais, que indicam os
varios modos de vibracdo da molécula. Ha ainda subdivisdes menores chamadas
de niveis rotacionais. O nivel de mais baixa energia é chamado de estado
fundamental e nele as energias eletronica e dos movimentos internos tém seus
valores minimos. Os outros estados de energia da molécula sao chamados de
estados excitados.

Geralmente as moléculas se encontram em seu estado fundamental e, ao serem
irradiadas, podem ser excitadas até outro nivel energético quando a energia da
radiacao incidente corresponde exatamente a diferenca de energia entre os dois
niveis. Podemos excitar a molécula submetendo-a a um campo externo, por
exemplo, o campo elétrico da radiagao incidente, que interage com as particulas
carregadas da molécula. O potencial elétrico externo é capaz de ocasionar uma
probabilidade de transicao entre os estados da molécula. Esta pode ser descrita
em fun¢do do operador dipolo elétrico da molécula (que descreve a distribuicao
de carga de uma molécula) e da amplitude do campo elétrico oscilante da luz. A
amplitude da probabilidade de transicao é o momento de dipolo da transicdo,
descrevendo a habilidade da luz em distorcer uma molécula obrigando-a a fazer
uma transicdo para outro estado (Hollas, 2004).

Espectroscopia de absorcao
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Em geral, uma transi¢ao eletronica consiste em promover um elétron de um
orbital de uma molécula no estado fundamental para um orbital desocupado por
absorcdo de um foton. As transicOes eletronicas de orbitais mais externos
correspondem a espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta e visivel. O
orbital molecular o é formado por dois orbitais atdbmicos s ou de um orbital
atdémico p e um orbital atdmico s. O orbital molecular rt se forma por dois orbitais
atdmicos p. O orbital molecular n consiste de elétrons nao ligantes localizados em
heterodtomos tais como oxigénio ou nitrogénio. Para ilustrar os niveis de energia
de uma molécula e as transi¢des entre os trés tipos de orbitais moleculares, a Fig.
3.2 mostra o formaldeido como exemplo.
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Figura 3.1. Niveis de energia de orbitais moleculares do formaldeido (HOMO: orbital

molecular ocupado de mais alta energia; LUMO: orbital molecular desocupado de mais baixa
energia) (Valeur, 2001).

Na espectroscopia de absor¢ao e fluorescéncia de uma molécula, sdo importantes
os seguintes orbitais: o orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) e
o orbital molecular desocupado mais baixa energia (LUMO). Por exemplo, no
formaldeido, o HOMO é o orbital n e o LUMO é o orbital m*.

As transi¢des Tt — 1t* podem ser observadas em todos os compostos insaturados,
em geral aparecendo na faixa do espectro com A > 220 nm até o infravermelho
proximo. Se nao forem proibidas por regras de selecao de spin ou simetria, as
transicdes m — m* tém altos coeficientes de absor¢dao molar (extingao),
aproximadamente 10% — 105 M™ cm™. As transicdes n — 1* tém coeficientes de
absorcao menores, cerca de 10> M™* cm?, e, frequentemente, aparecem como
“ombro” na faixa de comprimentos de onda maiores nos espectros de absorg¢ao.
Para medidas em solucao, as transi¢des T — 6*, n — 6* e 6 — T* sdo geralmente
escondidas pela absor¢ao do solvente (< 190 nm).

Lei de Beer - Lambert

A lei de Beer - Lambert relaciona a quantidade de luz absorvida por uma amostra
com sua espessura e concentracao, expressa da seguinte forma:

I=1,-1075¢! 3.1



31

onde | é aintensidade da luz transmitida, |, é a intensidade de luzincidente, cé a
concentra¢do da amostra em mols por litro, [ é a espessura da amostraemcme €
é o coeficiente de absor¢ao molar, que é um parametro caracteristico de cada
espécie molecular num dado solvente e comprimento de onda observado.

A razdo Iflo é a fracdo de luz incidente que é transmitida, e é chamada
transmitancia (T). A absorbancia (A) é dada por

A=log(ly/1) 3-2
Logo,
A=¢g-c-1 33

Densidade optica é a absorbancia para uma espessura da amostraiguala1cm. A
falha em obedecer a dependéncia linear da absorbancia com a concentracdo,
segundo a lei de Beer-Lambert, pode ser devida a altas concentragdes, a
formacao de agregados ou a presenca de outras espécies absorvedoras.

O principio de Frank-Condon

Os movimentos dos elétrons sdo muito mais rapidos do que os do nucleo, muito
mais pesado. Assim, quando ha uma transicdo eletrénica para um estado excitado
por absorcdo de um foton (duragdo de ~10%5s), que é muito rapida comparada
com tempos associados a vibragdes moleculares (10™° — 102 s), os nucleos ndo
tém tempo de se reacomodar na nova posicao de equilibrio (aproximagao de
Born-Oppenheimer). Esta observacao é a base do principio de Franck-Condon:
uma transi¢do eletronica em geral ocorre sem mudanca nas posi¢des dos nucleos
tanto da molécula que absorveu o féton quanto das moléculas vizinhas. O estado
resultante é chamado estado de Franck-Condon, e a transi¢ao é chamada de
transicao vertical, como se observa na Fig. 3.2, onde as curvas de energia
potencial em funcdo da configuragao nuclear (ou distancia internuclear, no caso
de uma molécula diatdémica) sdo apresentadas como potenciais de Morse.

Na Fig. 3.2 sdo observadas, além da transicao eletrénica pura, o — o, outras
transi¢des vibronicas cujas intensidades dependem da posicao relativa e da forma
das curvas de energia potencial.
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Figura 3.2 Acima: diagrama da energia potencial com transi¢des eletronicas verticais

(principio de Franck-Condon); abaixo: forma das bandas de absor¢ao (linhas tracejadas,
observadas em vapor; linhas continuas, espectro alargado esperado em solu¢do. (modificado de
Valeur, 2001).

Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia é um fendmeno que envolve a perda de energia de uma molécula
no estado excitado por emissao de luz. Quando a molécula absorve um foton de
luz, por exemplo, um elétron é promovido do estado fundamental para um estado
excitado. Ocorre entdo, um relaxamento para o nivel vibracional fundamental do
estado excitado através da conversdo interna (processo nao radiativo) e, entdo, o
retorno para o estado eletronico fundamental com emissdo de luz. A Fig. 3.3
(Diagrama de Jablonski) mostra, competindo com a emissao, varios outros
processos com diferentes constantes de velocidade (k) que contribuem para a
perda de energia do estado excitado.
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Figura3.3 Diagrama de Jablonski (modificado de Lakowicz, 2006).

Os processos nao radiativos de relaxamento que competem com a fluorescéncia
(kr) sao: conversao interna (kic); cruzamento intersistema (kis) e supressao de
varios tipos [kq(Q)]. Portanto a fragcdo que representa a desexcitacdo através da
fluorescéncia é dada por:

_ kg
kg +kic +kis +ky[Q]

D p 3-4

onde a fracdo ®r € o rendimento quantico de fluorescéncia. Podemos observar
desta equacdo que, se todos os processos nao radiativos fossem infinitamente
despreziveis entdao ®r = 1, ou seja, o rendimento quantico de fluorescéncia seria
100%, isto €, o Unico mecanismo de relaxamento seria a fluorescéncia.

Uma propriedade importante da fluorescéncia é que o mesmo espectro de
emissdo é geralmente observado, independente do comprimento de onda de
excitacdo. Na excitacdo, a molécula vai para niveis vibracionais mais altos de um
determinado nivel eletronico, o excesso de energia é rapidamente dissipado,
levando o fluoréforo para o nivel vibracional fundamental do singleto excitado,
S.. Por causa desta relaxacao rapida, ao redor de 107**s, é que o espectro de
emissao é independente do comprimento de onda de excitagdo, e que todos os
espectros de fluorescéncia estardo deslocados para comprimentos de onda
maiores (menor energia) do que os da banda de absorcao. A banda de emissao
sera aproximadamente uma imagem especular da banda de absorcdo cujo
maximo esta centrado em comprimentos de onda maiores que o da banda de
absorcao. Este deslocamento é conhecido como deslocamento de Stokes.

Medidas de fluorescéncia estacionaria

Espectros de excitagdo: o espectro de excitagdo representa as intensidades de
fluorescéncia em funcao do comprimento de onda da luz de excitacao, e é obtido
mantendo-se o detector num Unico comprimento de onda, em geral no pico de
emissdo. No caso de uma solu¢ao homogénea de um cromdforo, o espectro de
excitagdo corrigido correspondera ao espectro de absor¢do desde que o
relaxamento radiativo ocorra do nivel vibracional fundamental do estado
eletronico excitado. Este parametro ira mudar se a energia potencial relativa
entre os estados excitado e fundamental for modificada por alguma perturbacao.
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Espectros de emissdo: o espectro de emissao representa as intensidades da
fluorescénciaem fun¢ao do comprimento de onda de emissao, e é obtido fixando-
se o comprimento de onda da luz de excitagdo. Ele representa a transi¢ao do nivel
vibracional mais baixo do primeiro estado excitado S para o estado fundamental
So.

Rendimento qudntico: o rendimento quantico, ¢r, é definido como a razdo entre
o numero de fotons emitidos pelo numero total de fétons absorvidos. As medidas
de ¢r nos podem dar idéia da contribuicao da fluorescéncia para reacoes do
estado excitado, enquanto que o espectro de absorcdao fornece informacgdes
principalmente sobre rea¢des do estado fundamental.

Arranjo experimental: a Fig.3.4 mostra um diagrama esquematico de um
espectrofluorimetro para medidas de fluorescéncia. Da forma como esta
configurado, o espectrofluorimetro pode ser usado de duas maneiras: se
variarmos o monocromador de emissdo mantendo-se fixo o monocromador de
excitagdo, temos um espectro de emissao. Por outro lado, podemos ter fixo o
monocromador de emissdao e o monocromador de excitacao variando, para
produzir o espectro de excitacao.
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dois grades Fonte de Luz
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L
-PMT e =,
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4 — Polarizador
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monocromadores
EM
Computador // ‘
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Figuras. 4 Diagrama esquematico de um espectrofluorimetro com geometria

perpendicular para excitagdo e emissdo (Lakowicz, 2006).

A emissdo molecular fluorescente apresenta vantagens como ferramenta
analitica quando comparada com outros métodos de espectroscopia, pois possui
elevada sensibilidade as vizinhancas da molécula, a gama linear de analise é maior
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e o erro inerente a medicdo é praticamente constante ao longo de toda a gama
de resposta. A sensibilidade da fluorescéncia é uma consequéncia do longo
tempo que a moléculas permanecem no estado excitado antes do relaxamento.
Na fluorescéncia, um singleto permanece no estado excitado cerca de 1079s.
Nesse tempo varios tipos de processos podem ocorrer, tais como reagoes de
protonacao ou desprotonacao, mudangas conformacionais locais de proteinas e
interagoes de diversas drogas com sistemas biologicos.

A principal vantagem da fluorescéncia, sua dependéncia de fatores ambientais,
resulta muitas vezes em desvantagem. A fluorescéncia pode ser reduzida
(supressdo) através dum processo de desativacdo, resultante da interagao entre
o composto fluorescente e outra substancia presente no sistema, por luz
ultravioleta, por efeito de temperatura, por efeito de filtro interno, oxigénio e
impurezas existentes na solu¢do. Além disso, para concentracoes elevadas pode
ocorrer a formacdao de compostos constituidos por varias moléculas
fluorescentes, dimeros ou polimeros maiores, o que origina a diminuicao da
eficiéncia quantica e a alteracdo dos espectros de absor¢ao e emissao, resultando
numa diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Podemos ainda nos referir ao
fendmeno de fotodecomposicdo, onde a luz incidente alterando as propriedades
quimicas da molécula fluorescente a converte numa outra espécie, mudando
também o espectro inicial de absor¢do e emissdo.

Em solu¢des consideravelmente diluidas (absorbancias muito pequenas), a
intensidade de fluorescéncia é proporcional a concentracao de fluoréforo. Para
concentragdes suficientemente baixas (absorbancia<o.1) a luz incidente é
ligeiramente atenuada ao longo da cubeta. A concentracdo alta, uma parte
significante da luz incidente é absorvida antes de chegar ao ponto onde a
luminescéncia é observada (efeito de filtro interno) e uma parte significante da
luz emitida também é reabsorvida antes desta sair da célula (efeito de filtro
interno secundario). O efeito de filtro interno vai levar a um aparente decréscimo
da intensidade de fluorescéncia observada por absorcao da fluorescéncia. A
intensidade de fluorescéncia observada vai depender da densidade optica do
fluoroforo no comprimento de onda de excitagdo e emissao. Consequentemente
a intensidade de fluorescéncia de um composto é proporcional a concentragao
apenas para uma gama restrita de densidades dpticas. Em algumas situagoes é
necessario aplicar fatores de correcao (Lakowicz, 2006).

Fluorescéncia resolvida no tempo

Tempos de vida do estado excitado

O tempo de vida T, equivale ao inverso da constante de velocidade ou taxa do
processo envolvido numa relaxagao eletronica (k™). A absor¢do de um féton no
ultravioleta leva aproximadamente 107*5s, enquanto que o tempo de relaxagao
de moléculas em solventes organicos é aproximadamente de 107**s. Por outro
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lado a fosforescéncia caracteriza-se por tempos de vida longos que variam desde
107%s até valores na faixa de segundos.

O estudo de tempos de vida do estado excitado é amplamente usado em
espectroscopia de fluorescéncia e pode oferecer informagdes sobre reacdes
intermoleculares tais como: formacao de dimeros, excimeros, transferéncia de
energia, distancias moleculares e difusao rotacional. A natureza do decaimento
de fluorescéncia pode revelar detalhes sobre o microambiente do fluoréforo. Por
exemplo, multiplas constantes de decaimento podem ser atribuidas a um
fluoréforo em microambientes diferentes ou a processos de estado excitado. O
tempo de vida estabelece a janela temporal durante a qual outros processos de
estado excitado (difusao rotacional e translacional, transferéncia de energia,
relaxamento dipolar) podem alterar a emissao e serem detectados.

Ha dois métodos utilizados para medir o tempo de vida de fluorescéncia de um
dado fluoréforo: o método pulsado e o harmdnico ou de modulagdo de
frequéncia. Neste trabalho o método utilizado foi o pulsado e o detalharemos a
seqguir.

Método Pulsado: suponhamos que uma amostra contendo um fluoroforo é
excitada com um pulso de luz infinitamente curto resultando em uma populacdo
inicial No de fluordforos no primeiro estado excitado singleto. A populagdo no
estado excitado decai com uma taxa k: + knr de acordo a equagao

NG _

k) N(t .
" r k) - N(O) 3.5

onde N(t) é o numero de moléculas excitadas no tempo t, k; é a taxa radiativa
(fluorescéncia ou fosforescéncia), e knr € a taxa de decaimento ndo radiativa. A
emissao é um evento aleatorio, e cada fluoréforo tem a mesma probabilidade de
emitir num dado periodo de tempo. Integrando a equacao 3.5, obtemos um
decaimento exponencial da populacao excitada, da seguinte forma

N=N,-exp(-t/1) 3.6

Como a intensidade radiativa (/) é proporcional a N(t) a podemos expressar
também como

I =oa-exp(—t/7) 3.7
sendo 7 = (k, + k,,r)_1 o tempo de vida e & a intensidade no tempo zero.

O tempo de vida de fluorescéncia é o tempo necessario para a intensidade decair
para 63.2%, ou (1-1/e), de seu valor inicial. Comumente, o tempo de vida é
determinado do coeficiente angular do grafico log /(t) versus t (Fig. 3.5).
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Figura3.s Descricdo esquematica de uma curva de decaimento de fluorescéncia

utilizando o método de pulsado.

Para um decaimento multiexponencial com n componentes, a /(t) é representada
por:

n
I(t)= Y a; -exp(—t/t;) 3.8

i=1
A intensidade fracionaria da componente i, ou contribuicdo fracionaria da
componente i para a intensidade estacionaria, é

[1;(2)-dt
a, 'T‘
fi= 20 =1 3.9
[I(t)-dt 2o;-7;
0 i=1

n
Com X f; =1,
0

No caso de decaimentos de fluorescéncia multiexponenciais, podemos calcular o
tempo de vida médio como

Te-1(t)-dt
0

<r> = 3.10
[1(2)-dt
0
n
Sat
<T> — l:nl = Zf; Tl 3'11
zai T i=1

~
Il
—_

Nesta definicdo, cada tempo de decaimento é ponderado pela intensidade
fracionaria. Esta média é chamada de tempo de decaimento com média nas
intensidades.

Outra possibilidade é o uso das amplitudes (fatores pré-exponenciais) como peso:
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n
=2a;T; 3.12
!

a; = 3.13

—_

1=
Esta média é chamada de tempo de decaimento com média nas amplitudes.

A definicdo usada depende do fendmeno estudado. Por exemplo, o tempo de
decaimento com média nas intensidades deve de ser usado para calcular uma
constante colisional média, enquanto, em experimentos de transferéncia de
energia ressonante, o tempo de decaimento com média nas amplitudes deve de
ser usado em calculos de eficiéncia de transferéncia de energia (Lakowicz, 2006).

Arranjo experimental

O equipamento de fluorescéncia resolvida no tempo empregado nosso trabalho
para as medidas de tempo de vida de fluorescéncia (ou parametros de
decaimento) foram baseadas no método de contagem de fdton Unico
correlacionado no tempo (TCSPC - Time Correlated Single Photon Counting). Fig.
3.6 mostra um diagrama de um fluorimetro de contagem de féton Unico. O
principio deste método se baseia no fato de que a probabilidade de detectar um
foton Unico no tempo t depois de um pulso de excitagdao é proporcional a
intensidade de fluorescéncia naquele tempo. Apos a sincronizacao e gravagao de
fotons Unicos, depois de um grande numero de pulsos de excitagao, a curva de
decaimento da intensidade de fluorescéncia é reconstruida.
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Figura 3.6. Diagrama esquematico de um fluorimetro de contagem de féton Unico (Valeur,
2001).

A fonte de excitagao pode ser uma lampada de flash ou laser. Um pulso elétrico
associado com o pulso otico é gerado e encaminhado - através de um
discriminador —para a entrada INICIAR do conversor tempo-amplitude. Por outro
lado, a amostra é excitada pelo pulso 6tico e emite fluorescéncia. Os sistemas
oticos sao ajustados de modo que o fotomultiplicador detecte ndo mais de um
foton por cada pulso de excitagdo. O pulso elétrico correspondente é
encaminhado — através de um discriminador — para a entrada de DETER do
conversor tempo-amplitude. Este Ultimo gera um pulso de saida cuja amplitude é
diretamente proporcional ao intervalo de tempo entre os pulsos INICIAR e
DETER. O intervalo de tempo é convertido a um valor digital por meio de um
conversor analdgico-digital. O analisador multicanal aumenta de um o conteudo
do canal de memdria correspondendo ao valor digital do pulso detectado. Depois
de um grande numero de eventos de excitagdo-detec¢do, forma-se o histograma
dos fétons detectados, que representa a curva de decaimento de fluorescéncia.
Obviamente, quanto maior o nUmero de eventos melhor é a precisao da curva de
decaimento.
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Geralmente, as fontes luminosas disponiveis fornecem pulsos de diferentes
intervalos de duragdo. Como consequéncia, o decaimento de fluorescéncia
observado deve de ser corrigido pela largura do pulso da lampada. Este
procedimento é geralmente denominado de deconvolugdo espectral. Quando a
deconvolugdo é necessaria, o perfil temporal da lampada do pulso de excitacao é
gravado sob as mesmas condi¢des por substituicdo da amostra por uma solugao
dispersante. Esta dificuldade causada pela largura (duragao) do pulso pode ser
minimizada pelo uso de lasers com pulsos de curta duragao (picosegundos).

Supressao de fluorescéncia

Denomina-se supressao de fluorescéncia, qualquer processo que diminui a
intensidade de fluorescéncia de uma dada espécie. Estes processos podem ser:
reacoes no estado excitado, rearranjo molecular, transferéncia de energia,
formacao de complexos (supressdo estatica) e supressdo por colisdo (supressao
dindmica). Tanto para a supressdo de fluorescéncia dinamica quanto estatica se
requer um contacto entre o fluoroforo e o agente supressor e,
consequentemente, estes tipos de supressdao nos fornecem informagdes
importantes sobre o fluordforo.

Supressdo dindmica de fluorescéncia: consiste na desativacao da fluorescéncia
do estado excitado por colisdo do fluoréforo com o agente supressor durante o
tempo de vida do estado excitado. Geralmente, ap0ds o contacto entre ambos, o
fluordforo regressa ao estado fundamental sem emissao de foton e sem qualquer
alteracdo quimica das moléculas envolvidas. A supressao de fluorescéncia

dinamica, ou colisional, é descrita pela equagao de Stern - Volmer:
Fo
2 =1+k, 7lQ]=1+Kp[0] 314

onde F, e F representam, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na
auséncia e na presenca do agente supressor, kg € a constante bimolecular de
supressdo, 7, € o tempo vida na auséncia do agente supressor e [Q] € a
concentragao do agente supressor. A constante de Stern-Volmer, Ksy, é dada por
7kq e representa-se também por Kp. A constante bimolecular reflete a eficiéncia
da supressdo ou a acessibilidade do fluoréforo ao supressor.

Supressdo estatica de fluorescéncia: consiste na formagdo de um complexo nao
fluorescente entre o fluoréforo e o supressor. Quando este complexo absorve luz,
ele imediatamente retorna ao estado fundamental sem emissao de foton.

10
=1+ Ks[0] 315

Note-se que a dependéncia de F,/F em relacdo a [Q] é linear e é idéntica a
observada para supressao dinamica, exceto que a constante de supressao é agora
a constante de associagao.

Geralmente representa-se graficamente Fo/F em funcao de [Q] e espera-se que
Fo/F varie linearmente com a concentragdo do supressor. A reta obtida deste
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grafico intercepta o eixo das ordenadas em Fo/F =1 e sua inclina¢do nos fornece a
constante Ksy. O valor de 1/Ksy é a concentracao do supressor para a qual Fo/F = 2,
ou seja, 50% da intensidade é suprimida.

Em geral, um grafico de Stern-Volmer linear indica uma Unica classe de
fluoroforos ou pelo menos todos igualmente acessiveis ao supressor. Se existir
mais de uma classe de fluordforos, cujas acessibilidades ao supressor sao
distintas, entdo o grafico de Stern-Volmer ja ndo sera linear.

E importante observar aqui que apenas o grafico linear de Stern-Volmer néo
prova a ocorréncia de supressdo dinamica ou estatica. A medida de tempos de
vida é o método mais definitivo para poder distinguir a supressao estatica da
dindmica. A supressao estatica remove uma fragao dos fluoréforos observados.
Fluoréforos complexados nao sdo fluorescentes e observa-se apenas a
fluorescéncia dos fluoréforos ndo complexados. A fragao ndo complexada ndo é
perturbada, e o tempo de vida vai permanecer constante igual a 7. Portanto para
uma supressao estdtica 7/, =1. Em contraste, a supressao dinamica é um
processo que diminui a populacao do estado excitado pela adicdo de uma taxa de
decaimento ndo radiativo, implicando no decréscimo do tempo de vida
(Fig. 3.7 A). Este decréscimo é equivalente ao da intensidade de fluorescéncia:
FolF = o/t para uma supressao dinamica.

Por outro lado, tomando em conta o coeficiente de difusdao das moléculas, a
supressao dinamica pode ser distinguida da estatica. A supressdo dindamica
depende da difusdo, ja que a altas temperaturas os coeficientes de difusdo
aumentam, e consequentemente espera-se que as constantes de supressdo
bimoleculares também aumentem. Em contraste, ao incrementar a temperatura
é provavel que aconteca uma diminui¢do na estabilidade do complexo, e assim os
valores das constantes de supressao estatica sejam mais baixos (Fig. 3.7 B).
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Figura 3.7. Comparacgdo entre supressao dindmica e estatica, mediante medidas de tempo

de vida (A) e variagoes de temperatura (B) (modificado de Lakowicz, 2006).

Outro método adicional para distinguir entre estes dois tipos de supressao de
fluorescéncia envolve a analise dos espectros de absorcao das espécies em
contato. A supressao de fluorescéncia dinamica afeta apenas os estados
excitados dos fluoroforos, e assim nenhuma mudanga no espectro de absorcao é
observada, enquanto que na supressao estatica a formagao do complexo no
estado fundamental frequentemente resulta em perturbacao do espectro de
absorcao do fluordforo.

Anisotropia de fluorescéncia

Ao iluminar uma amostra com luz polarizada, geralmente a fluorescéncia emitida
pela amostra é polarizada, podendo ter uma polarizacdo diferente da de
excitagdo. A extensdo de polarizacao de emissao pode ser descrita em fun¢ao da
anisotropia (ro). A origem deste fendmeno esta baseada na existéncia de
momentos de dipolos de transicao da absorcao e emissao, que estdo alinhados
ao longo de dire¢des especificas dentro da estrutura do fluordforo. A Fig. 3.8,
mostra dois momentos de dipolo de transi¢ao da absor¢ao do antraceno.
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Figura3.8. Momentos dipolares de transi¢do do antraceno (modificado de Valeur B.,

2001).

Em solugao homogénea, as moléculas fluorescentes em seu estado fundamental
sdo orientadas aleatoriamente. Quando expostas a luz polarizada, os fluoréforos
que tém seus momentos de dipolo de transicdo orientados numa direcdo perto
da direcao do vetor campo elétrico da radiagao incidente sdo preferencialmente
excitados. Se a populagdo dos estados excitados ndo estd orientada
aleatoriamente, o resultado seria uma emissao polarizada.

Os momentos de dipolo de transicdo para absor¢do e para emissdo tém
orientacdes fixas em cada fluordéforo e o angulo entre estes momentos
determinam a anisotropia maxima medida (ro). Porém este valor pode ser
diminuido por varios fendmenos cuja importancia dependera da amostra a ser
analisada.

A despolariza¢ao da fluorescéncia acontece porque o momento de transicdo sofre
mudangas durante o tempo de vida do estado excitado, causando um decréscimo
na anisotropia. A despolarizagao de fluorescéncia pode ser causada por varios
fendmenos como a difusdo rotacional, que é a causa mais comum na
despolarizagao. Medi¢oes de anisotropia revelam o deslocamento médio angular
do fluordforo que ocorre entre a absorcao e a subsequente emissao de um foton.
Este deslocamento angular depende da velocidade e extensdao da difusao
rotacional durante o tempo de vida do estado excitado. Os movimentos de
difusdo interna, por sua vez, dependem da viscosidade do solvente, do tamanho
e da forma das espécies que sofrem difusao.

Para fluoréforos pequenos em solucao de baixa viscosidade, a difusao rotacional
é mais rapida que a emissdo e, consequentemente, ela é despolarizada e a
anisotropia é proxima de zero.

A medida de anisotropia de fluorescéncia esta ilustrada na Fig. 3.9. Neste caso a
amostra é excitada com luz polarizada verticalmente e o vetor campo elétrico de
excitagdo esta orientado paralelo ao eixo z. A intensidade da emissao é medida
com o auxilio de um polarizador. Quando este esta orientado paralelamente (||) a
dire¢do da excitacao, a intensidade é /. Por outro lado, quando o polarizador esta
orientado perpendicularmente (1) a excitacdo, a intensidade medida é chamada
de /1. A anisotropia de fluorescéncia é definida por
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| dr=11 3.16

I, +21,
A excitagao das moléculas depende do angulo 6 entre o plano da polarizacdo da
luzincidente e o momento de dipolo da transicao. A probabilidade de ocorrer uma
absorcao é proporcional ao cos?6. Para a luz completamente polarizada /L =0 e

r=1,0. Este valor é geralmente encontrado para a luz espalhada (espalhamento
de Rayleigh).

Polarizador
Detector

Figura 3.9. Diagrama esquematico para a medida de anisotropia de fluorescéncia
(modificado de Lakowicz, 2006).

Valores de riguais a unidade, nunca sao encontrados para fluoréforos em solugao,
pois como a amostra ndo se encontra orientada, a dependéncia do cos?0 resulta
na excitacao de um numero significativo de moléculas que nao tém dipolos de
transicao alinhados exatamente ao longo do plano de polarizacdao. Essas
moléculas ndo alinhadas, quando emitem, podem ter componentes tanto da luz
polarizada paralelamente quanto daquela polarizada perpendicularmente.
Portanto r terd sempre um valor menor que a unidade.

Além disto, se os dipolos de absor¢do e emissao fossem paralelos, estivessem
congelados, ndo houvesse despolarizagao e a média sobre todos os angulos 6
fosse considerada, a anisotropia teria valores caracteristicos de ro=0,4.
Geralmente estes dipolos ndo sao paralelos, mas tém um angulo B umemrelacao
ao outro, reduzindo ainda mais os valores de r,. Estes valores sdao chamados de
intrinsecos e sao dados por:

_2 3coszﬂ—1

s 5 ) 3.17

o

E interessante notar que o valor de r, é zero quando PB=54,7° e, quando P se torna
maior que 54,79, a anisotropia se torna negativa, alcangando o valor minimo de
—0,20 para [} = 9o°.
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Na pratica, as medidas de anisotropia de fluorescéncia no estado estacionario e
resolvida no tempo sdo realizadas, em geral, utilizando-se o método do formato-
L. Neste método os fluorimetros usam um Unico canal de emissdo. A Fig. 3.10
mostra o diagrama esquematico do formato-L. Os comprimentos de excitacdo e
emissao sao geralmente selecionados por monocromadores. O monocromador
de excitagao polariza parcialmente a luz incidente. Como resultado, a rotagao do
polarizador de excitagdo para as posi¢des horizontal (H) e vertical (V) da origem a
diferentes intensidades da luz incidente. Similarmente, o monocromador de
emissdo tem eficiéncia diferente para transmissdo da luz polarizada
horizontalmente e verticalmente. Consequentemente, a rotagao do polarizador
de emissao muda a sensibilidade efetiva do canal de emissdo. O objetivo é medir
as intensidades /j e /. independentemente do sistema de deteccao, ou seja, os
valores reais de /e /..

Excitacao
vertical

!
!

IVV
Excitacao
yd horizontal
Luv
Figura 3.10. Diagrama esquematico para a medida de anisotropia de fluorescéncia

utilizando-se o método de formato-L. MC monocromador. Os graficos ao lado sdo as
distribuicdes das populagdes do estado excitado (modificado de Lakowicz, 2006).

Utilizando as letras H e V para denotar orientagdao horizontal e vertical,
respectivamente, teriamos, por exemplo, a notacao Inv correspondente a
intensidade da emissdo obtida com o monocromador de excitagdo posicionado
horizontalmente e o de emissdo posicionado verticalmente. Sendo Sv e Sy a
sensibilidade vertical e horizontal do canal de emissdo, respectivamente, para
excitagdo polarizada verticalmente, observamos intensidades polarizadas iguais
a:

Ly =k Syl 3.18

Iy =k Syl 319
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Sendo k a constante de proporcionalidade que leva em conta o rendimento
quantico do fluordforo e outros fatores instrumentais. Dividindo-se a equagao
3.18 pela equacgdo 3.19 temos:

I Syl 1
VST gL 3.20

Iy Syl Iy
Para calcular a razdo entre as intensidades ||/ | é preciso calcular G que é arazdo
entre as sensibilidades Sy e Sh.

Este fator G é facilmente medido utilizando-se a excitagdo polarizada
horizontalmente. Quando isto é feito, ambas componentes polarizadas
verticalmente e horizontalmente sdao proporcionais a /1. Isto se deve a que estas
orientacdes sdo perpendiculares a polarizagdo da excitacdo ou que o eixo de
polarizagdo da excitagdo é um eixo de simetria. Disto decorre que:

l

G=-1" 3.21
IHH

Conhecendo G, pode-se calcular /j/I. por:

I, 11y

N 3.22

I, Gl

A anisotropia, entdo, pode ser calculada por:

= 3-23

V=
Ly +2Glyy

Decaimento de Anisotropia de Fluorescéncia

Vamos supor que um fluordforo é excitado com um pulso curto de luz polarizada
verticalmente e que ele tem um Unico tempo de correlagdo rotacional. O
decaimento de anisotropia é determinado pela medida dos decaimentos das
componentes da emissdo polarizadas verticalmente (||) e horizontalmente (). Se
os momentos de transicao de absor¢ao e emissdao sao colineares, ro=0,4.
Assumindo que ro>0, 0 pulso de excitacao polarizado verticalmente, produz uma
populacao de fluordforos enriquecida na orientagdo paralela. O decaimento
resultante da diferenca entre /j(t) e /.(t), quando propriamente normalizado pela
intensidade total, é o decaimento de anisotropia.

A interpretacdo do decaimento de anisotropia é bem entendida em termos das
componentes individuais. Os decaimentos das componentes da emissdo paralela
(|) e perpendicular (L) sao dados por:

1) =S 101+ 2r(0)] 324

I, = %I(t)[l — (0] 3.25
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sendo r(t) o decaimento de anisotropia. Geralmente r(t) pode ser descrito como
um decaimento multiexponencial:

r(t)erZgjeXp(—t/rcj):Zrojexp(—t/fcj) 3.26
J J

j
j :
tempos de correlagdo rotacional individuais, e gj sdo as amplitudes fracionarias

associadas a cada tempo de correlagdo no decaimento de anisotropia (1=2g;).
J

sendo 7y =2X7); a anisotropia na auséncia de difusdo rotacional, os r.. 0s

Similarmente a anisotropia estatica, o decaimento de anisotropia é obtido como:

(1) = ]//(f)_]J_(l‘) _ ]//(l)_lj_(l‘)
L) +21,(0) 1)

3.27

onde /(t) é a intensidade total no tempo t, igual a /j(t) + 2/.(t).

Sob iluminagdo constante, a anisotropia medida é a estacionaria rs. Usando a
definicdo geral para calcular a média de uma quantidade, com a intensidade de
fluorescéncia normalizada, obtemos:

Ojor(t)l(t)dt
rg=4— 3.28

[ I(t)dt

0
Em medidas de anisotropia realizadas em condi¢des estaticas, o valor de rs pode
ser interpretado em termos da microviscosidade m, aplicando-se a equagao de
Perrin para decaimentos monoexponenciais:

o

rg=—— 3-29
1+%
C

sendo r, 0 valor maximo da anisotropia de fluorescéncia em auséncia de qualquer
movimento de rotacdo, 7 é o tempo de vida da fluorescéncia e, 7 o tempo de
correlacao rotacional do fluordforo, que é funcao de n, da temperatura absoluta
T e do volume hidrodindmico da molécula esférica fluorescente V, conforme se
mostra na equacao de Stokes-Einstein:

r.=nV/RT 3.30

Leis do Decaimento de Anisotropia: dependendo do tamanho e da forma do
fluoroforo e do meio em que esta disperso, uma grande variedade de tipos de
decaimentos de anisotropia pode ser obtida. Ndo obstante, os decaimentos de
anisotropia podem ser mais complexos se os fluoréforos nao forem esféricos ou
se uma molécula ndo esférica esta localizada em ambiente anisotropico. Outra
origem de decaimentos complexos de anisotropia € a flexibilidade interna de um
fluoroforo dentro de uma macromolécula como uma proteina.

Se uma molécula ndo é esférica, podemos imaginar a rotacdao da molécula em
torno de cada um de seus eixos. Por exemplo, uma molécula tipo perileno, que
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tem a forma de um disco, deve rodar em seu plano de simetria muito mais rapido
do que fora dele. Isto se deve ao fato de que fora do plano a quantidade de
moléculas de solvente que o fluoréforo deve deslocar é maior. Moléculas como
estas sao conhecidas como rotores anisotropicos (Fig. 3.11).

DPH

Perileno

@ D,=Dy DDy

a>b a<b

Figura 3.11. Representacdo geométrica das sondas fluorescentes DPH e perileno, Os
coeficientes de difusdo rotacional sdo representados pela letra D (modificado de Lakowicz,
2006).

Decaimentos de anisotropia podem ser complexos mesmo quando o fluoréforo
comporta-se como rotor isotrépico, se estas moléculas estdo em um meio
anisotropico. Por exemplo, para o DPH, o dipolo de emissdo é orientado
aproximadamente ao longo do eixo molecular mais longo. As rotagdes que
decorrem deste dipolo devem ser isotropicas devido a que a molécula é
aproximadamente simétrica em torno deste eixo. Entretanto, quando o DPH esta
em membrana, usualmente encontra-se um decaimento de anisotropia de
fluorescéncia complexo. Os movimentos rotacionais do DPH sao impedidos e sua
anisotropia ndo decai para zero. Devido a este impedimento, a faixa angular do
movimento rotacional é limitada. Nestes casos, uma anisotropia limite (r.) €
observada com tempo longo quando comparado ao tempo de vida de
fluorescéncia. Geralmente, em membranas lipidicas, r(t) pode ser aproximado a
uma Unica exponencial que decai para um valor finito e é descrito como:

r(l)=(r0—roo)e)q3(—r/fc)+roo 3.31

O termo constante r« € interpretado como o resultado de uma barreira de energia
que impede a difusao rotacional do fluoroforo além de certo angulo. O parametro
r- serve também para medir a ordem orientacional dos fluoréforos no interior da
membrana. A sonda fluorescente DPH é uma molécula conhecida por estar
localizada profundamente na bicamada lipidica e orientar-se paralelamente a
cadeia do lipidio. Portanto, esta sonda fluorescente detecta a ordem
orientacional das cadeias. Identificando o parametro de ordem da sonda
identificamos o parametro de ordem dos lipidios.

A anisotropia estacionaria, em membrana lipidica, rs pode ser expressa em fungao
de dois termos, como mostra a seguinte expressao:
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14
7 0

:—+r00 .32
T l+1/t, 33

O primeiro termo representa a contribuicdo cinética e o sequndo a contribuicao
estrutural. O parametro 7. nos informa sobre as propriedades cinéticas tais como
a viscosidade n. Em membranas lipidicas, usando a equacdo 3.32, viu-se que a
contribuicdo cinética da rs de DPH ndo é maior do que 3 %. Isto significa que a
ordem lipidica da membrana pode ser avaliada pela anisotropia estacionaria, rs

(Jahnig, 1979).

Frac6es de membranas - Na+, K+ - ATPase

Para o estudo das membranas e da proteina Na*, K*-ATPase, foram utilizadas
fracdes de membranas ricas em Na*, K* - ATPase obtida de rim de porco. Esta
proteina Na*, K*-ATPase tem uma massa molecular de aproximadamente 150
kDa. A atividade aproximada das amostras era de 4 unidades/mg® (uM
Pi/ mg®.min®). As suspensdes de membranas possuiam concentragdes de
proteina de 4,2 mg/ ml.

Também foram utilizadas fracdes de membranas ricas em Na*, K*- ATPase de
crustaceo de agua doce (espécie normal) e adaptada em agua salgada (espécie
adaptada). As suspensdes de membranas tinham concentragdes de proteina de
0,68 mg/ml para a espécie normal e 0,78 mg/ml para a espécie adaptada.

A relagdo em massa entre os lipidios e a proteina nas fragdes de membranas foi
considerada como 1.5, conforme determinagdes feitas em varias membranas
purificadas em Na*, K*- ATPase. As aliquotas contendo as fragdes de membranas
eram armazenadas a h5°C e descongeladas no mesmo dia do experimento para
preparar as amostras.

Reagentes

Os derivados de fenotiazinas clorpromazina, flufenazina e trifluoperazina foram
adquiridos da Sigma. Prepararam-se estoques de 5 mM de fenotiazinas em
etanol. As solugdoes eram cobertas com papel metalico para evitar alguma
fotodegradagao durante o armazenamento.

Foram utilizados os tampdes fosfato pH 7,4 e citrato - fosfato em diferentes
valores de pH. Nos experimentos usando a sonda FITC utilizou-se o tampao Tris
50 mM, pH 9,0 no processo de marcacao. O tampao Tris 10 mM a pH 7,4 foi
utilizado no experimento com DPH. Foi utilizada agua milli-Q em todas as
preparagoes.

Sondas fluorescentes
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Todas as sondas fluorescentes utilizadas neste trabalho foram adquiridas de
Sigma:

- FITC (Fluoresceina isotiocianato —isémero |): marcador de proteinas via
grupo amina (especialmente lisina). Em Na*, K* - ATPase marca especialmente a
lisina perto do sitio de ligagdao do ATP, onde se produz a fosforilagdo. Preparou
estoque de 5 mM de FITC (Sigma) em solvente de DMSO e utilizou-se no mesmo
dia.

- DPH (1,6 —diphenyl - 1,3,5 - hexatriene): muito utilizado como sonda do
interior de membranas. A intercalacdo de DPH em membranas é acompanhada
de forte aumento da fluorescéncia. A polarizacdo da fluorescéncia é alta na
auséncia de movimento rotacional e é muito sensivel a reorientagdo, o que
permite sua utilizacdo em medidas de fluidez de membranas. Preparou-se
estoque de 1 mM de DPH (Sigma) em tetrahidrofurano (THF). Para as medidas
de anisotropia da fluorescéncia estacionaria foram utilizadas concentragdes da
ordem de 2,4 uM a 4,0 pM.

- 1,8-ANS (1-anilinonaphthalene — 8 - sulfonic acid): o rendimento
quantico de fluorescéncia do ANS ¢é dependente das vizinhangas e
particularmente sensivel a presenca de agua (perto de 0.4 em EtOH, 0.2 em
MeOH e 0.004 em agua).

Instrumentacao

Espectrofotometro, espectrofluorimetro estacionario e resolvido no tempo

As medidas de absorcao optica foram realizadas na faixa de 200-8oonm a
temperatura ambiente no espectrofotometro com deteccdo por arranjo de
diodos e resolugao de 2 nm, modelo HP 84522. Os espectros foram medidos
utilizando-se um tempo de integracao igual a1s.

As medidas de fluorescéncia foram feitas utilizando o sistema de fluorescéncia no
estado estacionario PTI - QMI, sob agitagdo magnética.

Medidas de tempo de vida e tempo de correlagao rotacional (anisotropia de
fluorescéncia) foram realizadas no sistema de fluorescéncia resolvida no tempo
Horiba-Jobin Ivon-IBH, que utiliza o método de contagem de foton uUnico
(Laboratdrio multiusuario FliRT, Departamento de Fisica da PUC-Rio). A fonte de
luz usada para a excitagao foi um nanoLED N-16, com taxa de repeti¢cdo maxima
de 1 MHz, emitindo em 330 nm com uma duragdo de pulso nominal de 1,0 ns.

Para as medidas de absorcao e fluorescéncia foram utilizadas cubetas de quartzo
de secdo transversal 10 x 10 mm ou 10 x 4 mm, capacidade volumétrica de 3 ml
ou 1 ml, respectivamente.

As medicoes de pH foram feitas usando o pH metro Cole-Parmer Chemcadet
5986-25 com um eletrodo combinado semimicro Ag/AgCl.
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Absorcdo optica

As medidas de absor¢ao dos sistemas moleculares em estudo sao realizadas
medindo-se primeiramente o “branco” que é automaticamente subtraido dos
espectros de absorcao das amostras. Para obter as concentracdes adequadas
assim como comprimentos de onda adequados a excitacao da fluorescéncia de
uma amostra, analisam-se os comprimentos de onda dos picos de absorcao e
seus coeficientes de absor¢ao molar. Para evitar efeitos de filtro interno a
absorbancia no comprimento de onda de excitacdo ndo deve ser maior do que
0,1.

Fluorescéncia estacionaria

Os espectros de fluorescéncia sdo obtidos depois de selecionar o intervalo de
varredura e o comprimento de onda de excitagdo para certa amostra, os
espectros de fluorescéncia foram registrados com taxa de varredura de 1 nm/s.
Procurou-se trabalhar com concentragdes e comprimentos de onda de excitacao
onde o valor da absorbancia era menor que o,1.

Os dados dos espectros obtidos foram analisados com o programa Origin,
Microcal. Para obter graficos de fluorescéncia, em dado comprimento de onda A,
em func¢ao do parametro variavel, escolhia-se no espectro um pequeno intervalo
de comprimentos de onda centrado em A e tomava-se a média das intensidades
de fluorescéncia nesse intervalo. O tamanho do intervalo escolhido dependia do
ruido associado ao espectro e da variacao da fluorescéncia em torno do A
escolhido para analise. A intensidade de fluorescéncia foi corrigida pela diluicao,
quando necessario. A correcao do filtro interno para a intensidade de
fluorescéncia é feita para absorbancias maiores do que 0.1 utilizando para o fator
de corregao fsi a seguinte expressao (Lakowicz, 2006):

fﬁ el IO(AEXCZL‘XC +AC")’H/€BW! )/2

onde Aec, Lo € Aem, Loy sdo as absorbancias e caminhos 6ticos nos
comprimentos de onda de excitagdo e emissao, respectivamente.

Para as medidas de fotodegradacdo, as amostras de fenotiazinas foram
iluminadas com a fonte de luz do espectrofluorimetro (lampada de Xe) em
310 nm. Ajustando as larguras das fendas de excitagao e os intervalos de tempo
(em média 6 min) podemos dosar a energia incidente nas amostras. Teve-se
precaucao de que as fenotiazinas ndo fossem iluminadas, a ndo ser que se
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estivesse medindo um espectro ou irradiando com a lampada. Isto evita um
tempo ndo contabilizado de fotodegracdo. Além do mais, todas as amostras
foram agitadas magneticamente misturando as regides irradiadas com as ndo
irradiadas, uniformizando em todo momento a solu¢ao aquosa.

A variacao dos espectros de absorcao e de fluorescéncia com a irradiacdo das
fenotiazinas é analisada da sequinte maneira: observa-se o deslocamento nos
maximos e o aparecimento de picos caracteristicos de alguma espécie de
fenotiazina; a formagdo de pontos isosbésticos nos informa se ocorre transicao
entre duas espécies.

Nas medidas de fluorescéncia de amostras contendo suspensdes de membranas-
Na*, K*- ATPase, em que todas as titulagdes foram realizadas a concentragao
constante de membrana, observou-se espalhamento consideravel nos espectros.
O espectro referéncia obtido na auséncia de fluoréforo era subtraido
posteriormente das outras medidas.

Anisotropia de fluorescéncia estacionaria

Membranas-Na*, K*-ATPase foram marcadas com DPH em condicoes
ambientais, incubadas entre 2 e 3 horas para conseguir que DPH se inserisse
completamente entre os lipidios. Medi¢des de anisotropia de fluorescéncia da
DPH foram realizadas em dois tipos diferentes de Na*,K*-ATPase, de rim porco e
de crustaceo. Manteve-se a relagdo entre as concentra¢des de DPH e lipidios a
1/50, que é suficientemente pequena para perturbar pouco a membrana.

Para as medidas de fluorescéncia, as moléculas de DPH sao excitadas em seu pico
de absorcao em 352 nm. Sabendo que as fenotiazinas absorvem em
comprimentos de onda menores de 352 nm, evitamos que estas se
fotodegradem.

Polarizadores de excitagdo e emissao foram usados para medir a anisotropia do
DPH. As amostras sdo excitadas com luz polarizada verticalmente. As
intensidades de fluorescéncia polarizadas verticalmente e horizontalmente sdo
medidas para calcular a anisotropia usando a seguinte equagao:

_ Ly —Glyy

r= .
Iy +2Gly (4-2)

onde G é o fator de correc¢ao instrumental dado por G = Inv/lhn. G foi determinado
medindo-se as intensidades de fluorescéncia Inv e Ihn usando luz de excitagdo
polarizada horizontalmente.

Marcacao da Na*, K* - ATPase com FITC

Para estudar as interagoes das fenotiazinas com o sitio de ligacdo do ATP da
Na*K*-ATPase, marcou-se a enzima com FITC, 120 pl da solugao de membranas
(~0,5 mg de proteina = 3 nmol) em TRIS 5o mM (a pH 9.0) contendo FITC (7,5
nmol). A solucao foi agitada por 1h 3omin em ambiente escuro. Em sequida,
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dialisou-se a amostra por um tempo de 12 horas, com a finalidade de separar as
moléculas de FITC que ndo se ligaram a proteina. O meio externo da membrana
foi o mesmo tampao TRIS. Todo o sistema foi agitado durante o processo. A Fig.
4.3 mostra esquematicamente o processo de separacdo ou dialise realizada nesse
trabalho.

A Fig. 4.4 mostra a localizacdo da FITC na proteina, que seria o sitio de maior
afinidade de ATP na subunidade a e conformacdo E. da proteina (&E.) (Linnertz
etal., 1998). A distancia do sitio da AO e da ErITC (eritrosina isotiocianato) para a
FITC é de 7,2 nm e 6,5 nm, respectivamente. A ErlTC se encontra localizada no
sitio de menor afinidade do ATP no estado aE, da proteina. As distancias foram
medidas pelo método de transferéncia de energia de Foster entre estes
marcadores fluorescentes.

Depois de finalizada a didlise, a solu¢do contendo a FITC - Na*, K*-ATPase foi
colocada na cubeta de fluorescéncia, medindo-se os espectros de excitacao e
emissdo da FITC como controle. Avaliou-se em sequida a fluorescéncia da FITC -
Na*, K*-ATPase tratada com diferentes aliquotas de fenotazinas.

proteina
Membrana il __._poro
de diglise
~ membrana
Tampéo e—— .
fenotiazina
e
I ‘
Agitador magnético
Figura 4.1. Esquema do processo de dialises para separar as moléculas de FITC que nao

ligaram a Na+, K+-ATPase.
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Figura 4.2. Esquema do dimero (aB)2 da Na+, K+-ATPase e localiza¢des dos sitios de
alta(conformacdo aE1) e baixa afinidade (conformacao a.E2) do ATP. As medidas das distancias
relativas dos marcadores fluorescentes (AO, FITC e ErITC) sdo obtidas por transferéncia de
energia de Foster (Linnertz et al., 1998).

Fluorescéncia com resolu¢ao temporal

Medidas do decaimento da fluorescéncia e do decaimento da anisotropia foram
feitas em um espectrofluorimetro com resolucdo temporal, baseado no método
de contagem de fétons Unicos correlacionada no tempo: time-correlated single-
photon counting (TCSPC). O método baseia-se na excitagdo da amostra com
pulsos de luz, onde os fétons de excitacao sao correlacionados temporalmente
com os fotons emitidos pela amostra. TCSPC é uma técnica digital que conta
fotons correlacionados temporalmente em relagao ao pulso de excitagao.

Em cada experimento, os dados foram adquiridos até alcangar um maximo de
10 000 contagens no canal do pico. Para cada curva de decaimento de
fluorescéncia da amostra, um correspondente perfil de lampada (LED) usando
uma solucdo espalhadora foi medido. O decaimento da intensidade de
fluorescéncia é representado por uma soma de exponenciais:

1(t)=Y aexp(—t/1;) 4.2

onde I(t) € a intensidade de fluorescéncia, , € o fator pre-exponencial, e 7;€é o

tempo de vida de fluorescéncia da componente i. O bom ajuste foi avaliado por
x> e residuos. Para um bom ajuste o valor de %? deve ser perto de 1, mas valores
entre 0,8 e 1,2 sdo considerados adequados. A Fig. 4.6 mostra os resultados de
uma medida experimental (pontos) e seu ajuste (curva continua). A intensidade
fracionaria ou amplitude relativa, fi, de cada componente do decaimento foi

determinada por f; = OtlT,/Za .T: e o tempo de vida médio é definido como

(ry=>f;.
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Figura 4.3. Ajuste do decaimento da intensidade da fluorescéncia de uma medida usando

o programa de analise de decaimentos de fluorescéncia fornecido por HORIBA Jobin Yvon IBH.
A parte superior mostra o perfil do LED (pontos ndo ajustados) e os pontos experimentais
ajustados com 3 exponenciais (curva continua) originando os seguintes tempos: 0,38 ns (41%),
1,8 ns (50%), 9,7 ns(9 %). A parte inferior mostra os residuos do ajuste. A amostra usada foi a
CPZ previamente irradiada (excitagdo em 330 nm e emissdo em 450 nm).

Decaimento da Anisotropia

O decaimento de anisotropia de fluorescéncia foi medido incorporando-se
polarizadores nos monocromadores de excitagao e emissao. O decaimento da
anisotropia foi gerado da medi¢do do decaimento das intensidades de
fluorescéncia lvy, Ivh, Ihv e lnh usando a equagao 4.1, onde G = lnv/lun. Para analisar
os dados a fim de obter os parametros de decaimento de anisotropia, utilizaram-
se dois métodos: o método direto de analise e 0 método com reconvolucao. No
método direto, os decaimentos sdo analisados usando um modelo exponencial,
em termos de um numero de componentes, superposto a uma anisotropia
residual (r»). Este método é muito popular porque é muito rapido, direto, e da
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uma excelente inspecdo visual. A Fig. 4.6 mostra uma analise direta de
decaimento de anisotropia. No sequndo método, a analise (reconvolugao) é
dividida em duas partes: analise da soma Is = (Ivv + 2 G lvy) seguida de analise da
diferenca Ip = (lw — Glvn). Para obter os parametros de decaimento de
anisotropia, devemos ajustar Ip com o resultado da reconvolugao de Is. Para a
analise de nossas medidas empregamos ambos os métodos.

Para explicar o decaimento da anisotropia nas membranas se utilizou o modelo
de movimento dentro de um cone. De acordo com este modelo, o fluoroforo é
considerado estar num ambiente limitado e seu movimento orientacional na
membrana é descrito como confinado dentro de um cone ao redor da normal a
superficie da membrana. O decaimento da anisotropia de fluorescéncia do
fluoroforo na membrana é representado por

t/

V'(f)z(l”o - oo)e_ fe 7, 4.3

onde r, é a anisotropia em t=0, r» & a anisotropia residual e 1. é o tempo de
correlagao rotacional para a difusdo do fluoroforo dentro do cone. A relagao entre
o angulo do cone, &, e a anisotropia residual é dada por

/¥y = i [cos 6.(1+cos HC)] 2 YA

A taxa 1/tc e a amplitude dos movimentos rotacionais & nos dao informacao
dindmica e estatica, respectivamente, sobre a sonda.

Quando as moléculas de DPH incrustadas na bicamada de lipidios da membrana
absorvem energia de luz polarizada verticalmente, elas retornam ao estado
fundamental emitindo também luz polarizada. Quando as moléculas dos lipidios
na membrana estao na fase gel, as moléculas de DPH permanecem orientadas e
aluz emitida tem uma grande componente paralela a polarizagao daluzincidente
(lw). Se as cadeias lipidicas movimentam-se, mudando de orientagdo, os eixos
moleculares de DPH também mudam de direcao aleatoriamente, e os fotons sao
emitidos com polarizacao aleatodria. Este processo é chamado de despolarizacao
de fluorescéncia ou decaimento da anisotropia.
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Figura 4.4. Exemplo de analise direta dos dados de decaimento de anisotropia da

fluorescéncia de DPH em fra¢des de membrana eniquecidas de Na*,K*-ATPase, usando o
programa de analise de decaimento de fluorescéncia fornecido por HORIBA-Jobin Yvon-IBH. Os
pontos experimentais sdo ajustados a uma exponencial (curva continua) originando os seguintes
parametros: tc= 1,98 ns, 1, = 0,32, r«=0,13. A parte inferior mostra os residuos do ajuste. A
excitagdo em 372 nm e emissao em 427 nm.
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Intera¢oes das fenotiazinas com os fragmentos de membranas

Na*, K* - ATPase

Os detalhes dos mecanismos moleculares da agao dos anestésicos estao longe de
ser completamente compreendidos. Segundo a regra de Meyer e Overton,
segundo a qual a poténcia da droga se correlaciona fortemente com sua
solubilidade no ambiente lipidico, assume-se que os lipidios de membranas sdo o
alvo dos compostos anestésicos. Outros trabalhos tém sugerido que as drogas se
ligam diretamente a proteinas, cuja conformagdo subsequentemente alterada
determina a ag¢do dos anestésicos (loffe et al., 2007).

Tem-se observado que a atividade de muitas proteinas periféricas e intrinsecas
(integrais) de membranas depende da composi¢cdo dos lipidios vizinhos e do
estado fisico geral em que se encontram os lipidios nas membranas. Por exemplo,
a atividade da Na*, K* - ATPase tem sido diretamente relacionada com a fluidez
da membrana. Durante as Ultimas décadas tem-se chegado geralmente a aceitar
uma ag¢ao indireta das drogas sobre as proteinas via perturbagdes da bicamada de
lipidios. As perturbacdes incluem separacao de fase, mudanca no parametro de
ordem, curvatura, pressao lateral, etc. (loffe et al., 2007; Cantor, 1997; Urban,
2002; Eckenhoff, 1998).

Hendrich et al. (2003), através de célculos tedricos dos coeficientes de parti¢ao
octanol /agua, acharam que a hidrofobicidade das fenotiazinas depende do
grupo substituinte na posicdo 2 do anel heterociclico, sendo que a
hidrofébicidade cresce na seguinte ordem H- < Cl- < CF;—. De acordo com os
calculos dos coeficientes de parti¢ao os fenotiazinicos devem se intercalar entre
os lipidios das bicamadas. Isso esta de acordo com resultados experimentais de
fluorescéncia, calorimetria, spins marcadores, NMR. Por exemplo, existe
evidéncia de que a fenotiazina anfifilica, CPZ, encaixa-se na regido lipidica
causando assim mudangas na fluidez e permeabilidade da membrana (Hueck et
al, 2000; loffe et al, 2007).

Neste trabalho estudamos os efeitos estruturais das fenotiazinas nas fracoes de
membranas enriquecidas em Na*, K*- ATPase (membrana - Na*, K*- ATPase)
utilizando para isso as sondas fluorescentes de membrana DPH e ANS, e a sonda
fluorescente de proteina FITC.

Resultados da interagao de CPZ com membranas - Na*, K* - ATPase

Os espectros de excitacao e emissao de fluorescéncia de DPH em etanol sao
mostrados na Fig. 6.1. O comprimento de onda de 352 nm corresponde ao
maximo de emissdo; esse comprimento de onda foi utilizado para excitar a
fluorescéncia do DPH em todo o trabalho.
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Figura 6.1. Espectros de emissdo (excitacdo em 352 nm) e excitagdo (emissdo 425 nm) de
DPH (1,3 uM) em metanol (cubeta 3 ml).

Estudos anteriores mostraram que a fluorescéncia das moléculas de DPH em
meio aquoso é suprimida facilmente pelas moléculas adjacentes de agua. Mas
quando o DPH é incubado com fragdes de membranas se observou um aumento
de sua intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo até chegar a saturagao
(tempo de difusdo as regides hidrofdbicas da membrana). Por isso, para realizar
as medidas de fluorescéncia de DPH em membranas, espera-se um tempo de
incubacao de 3 horas.

Supressao da intensidade de fluorescéncia

A supressao de fluorescéncia pode ser dinamica ou estatica. Se a distancia entre
a sonda fluorescente e o supressor é constante, a supressdao é estatica. A
supressao dinamica (ou colisional) depende da difusao. Para analisar a supressao
empregam-se curvas de Stern—Volmer, dependéncia de Fo/F (razdo entre
fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor), em funcao da
concentragao do supressor (CPZ, no caso).

O espectro de emissao de DPH em membrana - Na*, K* - ATPase (Fig. 6.2 A) sofre
um decréscimo, sem deslocar-se, causado pelo tratamento com CPZ. Nao foi
observado recobrimento espectral entre o espectro de emissdo da CPZ e o
espectro de absor¢cao de DPH, indicando que a supressao nao é devida a
transferéncia ressonante de energia. A Fig. 6.2 B mostra o grafico de Stern-
Volmer para supressao da fluorescéncia de DPH por CPZ a temperatura ambiente
de 25°C. A reta representa o ajuste por minimos quadrados usando a equagao de
Stern-Volmer, cuja constante aparente de supressao, Ksy, apresentou o valor de
3,10 x 10* M™.
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Figura 6.2. (A) Espectros de emissao da DPH em membrana - Na+, K+-ATPase a diferentes

concentragdes de CPZ. (B) Grafico de Stern - Volmer para a supressdo da fluorescéncia de DPH.
A andlise da supressdo foi feita no pico de emissdo em 426 nm (excitagdo em 352 nm). A
concentragdo de DPH é de 2,4 uM.

O grafico linear de Stern - Volmer nos indica que as moléculas de DPH sdo
igualmente accessiveis ao supressor. A supressao de fluorescéncia de DPH por
CPZ pode resultar da formagdo de complexo ndo fluorescente (supressao
estatica) ou/e por colisdes diretas (supressdo dindmica). E possivel distinguir
entre os dois processos através da medida do tempo de vida na auséncia e na
presenca do supressor, como serd mostrado na se¢do 6.1.2.

Para interpretar a supressdao observada é necessario levar em conta a
concentragao de CPZ na membrana e na fase aquosa, considerando o coeficiente
de particao (Lakowicz, 2006). O coeficiente de particao é dado pela seguinte
expressao:

[CPZ],
= —-om 6.1
[CPZ],

onde [CPZ]m é a concentragao de CPZ na membrana e [CPZ]w a concentragado de
CPZ na agua.

A concentragao total de CPZ ([CPZ]r) é dada por:
[CPZ],V, =[CPZ] V. +[CPZ] V. 6.2

onde Vi, e V. representam o volume das fases membranar e aquosa,
respectivamente. Definindo a fragao de volume da fase membranar como:

— Vm
a, = %T 6.3

Obtém-se a concentragao de CPZ na fase membranar a partir das equagdes 6.1,
6.2e6.3:
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P[CPZ],
Pa, +(1-a,)

[CPZ], = 6.4

O volume da suspensao de membrana usada nesta experiéncia foi de 18,0 pl, com
concentracao de 4 mg/ml, o que corresponde a um volume de membrana de 7,2
x 1072 pl, se considerarmos que a densidade da membrana é aproximadamente
igual a da agua. O volume total de agua foi 1,25 ml. Isto nos da am = 5,8 x 1075. O
valor do coeficiente de particdo da CPZ em vesiculas de DPPC (dipalmitoil
fosfatidilcolina) é 8,0 x 10% sequndo Parry et al. (2007). Conhecendo an e P,
podemos obter a [CPZ]x para cada concentragao total de CPZ, da equagdo 6.4,
[CPZ]m = 1,4 x 104 [CPZ]t. Isto indica que a CPZ fica bem mais concentrada dentro
fase lipidica.

Para corrigir a equacao de Stern-Volmer, a [CPZ]7 é substituida pela concentragao
de CPZ na fase membranar [CPZ], ficando esta equagao como:
ﬂ 1 KSVP[CPZ]T

=1+ 6.5
F Pa,+(1-a,)

Oou:
% =1+14x10*-Kg, -[CPZ]7 6.6

Disto podemos ver que a constante aparente de Stern-Volmer é da ordem de 104
Ksv. Entdo a Ksy corrigida por efeito do particionamento da CPZ entre a fase
membranar e aquosa, ficaria com um valor bem menor, da ordem de M.

Tempos de vida de fluorescéncia de DPH

Com a finalidade de determinar a natureza da supressao (estatica ou dinamica)
de fluorescéncia da DPH por CPZ, realizamos medidas de decaimento de
fluorescéncia em diferentes concentragdes de CPZ (Fig. 6.3).
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Figura 6.3. Curvas de decaimento da intensidade de fluorescéncia da

DPH - membrana - Na+, K+ - ATPase a diferentes concentragdes de CPZ. [DPH] = 2,4 M,
concentragdo de proteina na membrana 6o p/ml. A curva preta é o perfil de emissdo do LED de
372 nm. Emissao em 427 nm.

Na Fig. 6.3 observa-se que o decaimento da fluorescéncia de DPH é modificado
pela CPZ. A primeira vista, em tempos mais longos, as curvas de decaimento
mantém a mesma inclinacdo. Isto indica a existéncia de uma componente com
tempo de vida quase igual em todas as concentrag¢oes de CPZ.

A andlise dos decaimentos foi feita utilizando o modelo de multiplas
exponenciais. A fracdo de fotons associados a um determinado tempo de vida Ti
(determinada espécie) é representada por fi. Para trés exponenciais, os valores de
X2 foram adequados (0.8< X* <1.2), mas observou-se que apenas dois tempos de
vida tinham contribui¢oes relevantes. O menor tempo de vida (T ~ 0,5 - 0,8 ns)
correspondeu a menor fragao de fotons (~ 1,8 - 14 %) e pode ser uma contribuicao
das moléculas de CPZ na fase aquosa (CPZ em solu¢ao aquosa possui tempo de
vida nessa mesma faixa de tempo). Os decaimentos foram entdo analisados com
duas exponenciais, sem levar em conta o perfil da lampada de excitagdo,
considerando tempos a partir dos quais a contribuicao da lampada era menor do
que dez fotons. Os resultados sdo mostrados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Tempos de vida e amplitudes relativas obtidos dos ajustes bi-exponenciais dos
decaimentos de fluorescéncia de DPH - membrana - Na+, K+ - ATPase com diferentes

(7)= Zfifi

concentragdes de CPZ. Tempo médio de decaimento,

[CPZ]

B.(ns) f.% B,(ns) f.% <E>(ns) 4
uM
o 5,4 12 11,5 88 10,8 1,10
5 54 15 111 85 10,3 1,14

10 5,4 19 11,1 81 10,0 1,06
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20 4,8 21 11,1 79 9,8 1,16
40 4,1 18 11,0 82 9,8 1,05
8o 3,2 14 10,8 85 9,7 1,12

Konopasek et al. (1998) também encontraram decaimentos bi-exponenciais para
DPH em bicamadas lipidicas em pH 7 (com tempos de vida ~8.5 e 2.3 ns) Eles
associaram a componente com menor tempo de vida a populagdo de DPH
localizada na interface membrana-agua e a de maior tempo de vida a populagao
em regido mais hidrofobica. Isso estava de acordo com resultados de
transferéncia de energia e resultados prévios de difracdo de néutrons. Sugerimos
entdo que as fragdes f, e f, da Tabela 6.1 estejam relacionadas a duas populagoes
de moléculas de DPH localizadas em diferentes regides da membrana: na
interface lipidio-dgua e no interior, respectivamente. E razoavel esperar que a
maior populacdo de DPH (molécula hidrofébica) procure regides de menor
polaridade, como o nucleo da membrana, o que esta de acordo com a maior
fracdo associada ao tempo de vida mais longo (Tabela 6.1). Observa-se que a
adicdo de CPZ a solucdo ndo ocasiona mudangas significativas no tempo de vida
da componente, f,, em comparacdo com a componente, fi, que foi a mais
alterada.

Gratton et al. (1995), encontraram que o tempo de vida de DPH muda ao
modificar-se o ambiente de membrana. Valores tipicos de tempo de vida na fase
gel da bicamada estdo na faixa de 10 - 11 ns e no estado liquido cristalino, na faixa
6-9ns. A Tabela 6.1, também mostra o tempo de vida médio para cada
concentragao de CPZ, que nao muda de forma significativa, de 10,8 a 9,7 ns. O
valor do tempo de vida, em auséncia de CPZ esta mais proximo do tempo de vida
achado por Gratton et al. para a fase gel da bicamada lipidica, e esta de acordo
com Sutherland et al. (1988) para membranas - Na*, K*- ATPase de duas
espécies, 8,5 e 9,8 ns.
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Figura 6.4. Decrescimento da intensidade fluorescéncia e o tempo médio de decaimento
da DPH - membrana - Na*, K* - ATPase causado pela supressdo da CPZ.
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A Fig. 6.4 mostra graficos de Stern-Volmer para a intensidade de fluorescéncia
(Fo/F) e para o tempo de vida (To/T) de DPH em membrana tratada com CPZ.
Numa supressao dinamica, a intensidade de fluorescéncia e o tempo de vida
diminuem na mesma proporcao. Esta equivaléncia ndo foi observada em nossas
medidas, como mostra a Fig. 6.4. Pode-se dizer que a CPZ suprime a
fluorescéncia de DPH em membrana - Na*, K*-ATPase (Ksy = 3,38 x 104 M™) sem
modificar significativamente o tempo de vida médio, indicando supressao
estatica.

Sabemos (Konopasek et al., 1998) que em solventes organicos os dois tempos de
vida de DPH sdo maiores quanto menor for a constante dielétrica do solvente.
Sabendo que o valor da constante dielétrica decai de € = 70 na superficieae = 5no
nucleo da membrana pode-se dizer que a diminui¢do do tempo de vida de DPH
superficial pode ser ocasionada pelo efeito estrutural que a CPZ faz na
membrana, induzindo mais microambientes polares possivelmente perto da
superficie. Isto aumentaria ainda mais a permissividade dielétrica relativa na
regiao de membrana perto da superficie e aumentaria um pouco mais a
populacao de moléculas perto da superficie em condi¢des polares e com tempo
de vida curto.

Anisotropia - fluorescéncia estacionaria

DPH é uma molécula assimétrica que sofre rotagdo anisotrdpica dentro de uma
membrana e se encontra principalmente no nucleo da bicamada lipidica. A
anisotropia de fluorescéncia no estado estacionario de DPH tem sido
amplamente usada na literatura para avaliar a fluidez da membrana. O conceito
de fluidez obtido mediante anisotropia estacionaria de DPH é expresso em
termos de ordem orientacional das cadeias lipidicas da membrana. Por exemplo,
quanto maior o valor da anisotropia estacionaria maior seria a ordem na
membrana, associada a um menor movimento médio dos lipidios na bicamada
como consequéncia do aumento na rigidez da membrana.

Na Fig. 6.5 A, mostra-se a anisotropia estacionaria de DPH em membrana, em
funcao do comprimento de onda. Observa-se que em menores comprimentos de
onda (perto da luz de excitacao) os valores de anisotropia sao maiores,
ocasionados principalmente pelo espalhamento devido aos fragmentos de
membrana. De fato, amostras bioldgicas como as suspensoes de membranas sao
frequentemente turvas, o que ocasiona espalhamento da luz incidente e dos
fotons emitidos. A luz incidente espalhada pode vir a ser detectada como
fluorescéncia. Aluz espalhada vai ser altamente polarizada quando a luzincidente
é polarizada, chegando a aumentar o valor da anisotropia. Em menor grau, a
formacao de agregados de CPZ em concentracao alta possivelmente contribui ao
espalhamento.

A Fig. 6.5 B, mostra a variagdo da anisotropia em func¢ao da concentracao de CPZ
(a andlise foi feita em 426 nm, pico de DPH e pouca influéncia do espalhamento).
O aumento de 26 % na anisotropia indica decrescimento na mobilidade dos
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lipidios (aumento na ordem da membrana), ou seja, aumento da rigidez na
membrana. loffe et al. (2007), utilizando DPH para estudar o efeito da CPZ no
estado estrutural de membranas lipidicas (lipossomas), encontraram também um
aumento na anisotropia de DPH. Eles argumentaram que o resultado é um efeito
de condensacdo da droga na parte hidrofobica da bicamada lipidica. Uma possivel
explicagdo desse efeito é que os anéis da molécula de CPZ (parte triciclica),
localizados na parte hidrofobica da membrana, fazem ficar mais rigidas as caudas
das moléculas lipidicas. Isto causaria uma reducao na mobilidade aumentando o
empacotamento dos lipidios. Essa alteracdo na propriedade da membrana traz
como consequéncia restricoes na rotacao de DPH dentro da membrana.

Membrana-Na“, K'-ATPAse (porco): 60 pg/ml
DPH ~ 2.4 uM (agitacdo 3 horas)
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Figura 6.5. Anisotropia de Fluorescéncia estacionaria da DPH - membrana - Na+,

K+ - ATPase ([DPH] = 2,4 pM) em fun¢do do comprimento de onda (A) e a diferentes
concentragdes de CPZ (B). O tampao utilizado foi Tris 10 mM a pH 7.4 (cubeta 1 ml) e a excitacdo
é em 352 nm.

Interacao de TFP com membranas - Na*, K* - ATPase

Supressao da intensidade da fluorescéncia

A Fig. 6.7 mostra o grafico de Stern —Volmer para a supressao de fluorescéncia
de DPH em membrana — Na*,K*-ATPase por TFP. Da curva ajustada (curva
vermelha) obteve-se para Ksv o valor de 3,8 x 104 M™?, constante de supressao
aparente maior que a de CPZ. Parece que a TFP ingressa mais facilmente que a
CPZ na regido hidrofébica da membrana.
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Figura 6.6. Supressao de fluorescéncia da DPH - membrana - Na+, K+-ATPase pela TFP. O

analises de supressao foi feita no pico de emissdo 424 nm e a excita¢do das amostras em 352 nm.

Decaimento de fluorescéncia

A Fig. 6.8 mostra o decaimento da fluorescéncia de DPH intercalada nos lipidios
de membrana - Na*, K*- ATPase para diferentes concentracdes de TFP. Em
tempos maiores, como aconteceu com CPZ, sdo observados decaimentos com a
mesma inclinagao, ou seja, com um mesmo tempo de vida. Vimos na secao
anterior que TFP tem constante de supressdao aparente maior que a CPZ. Esse
efeito parece se refletir no decaimento da fluorescéncia de DPH, que foi mais
alterado que com CPZ.
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Figura 6.7. Curvas de decaimento da intensidade de fluorescéncia da

DPH - membrana - Na+, K+-ATPase a diferentes concentra¢des de TFP. A curva preta é o perfil
da lampada de diodo led de 372 nm. Concentracdo de proteina = 60 pug/ml. A emissdo foi medida
em 427 nm.
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A Tabela 6.2 mostra o resultado de analises dos decaimentos da Fig. 6.7 usando o
modelo de duas exponenciais, sem levar em conta o perfil da lampada de
excitacao, como com CPZ, considerando tempos a partir dos quais a contribuicao
da lampada era menor do que dez fétons. Vemos, dos resultados da Tabela 6.2,
que os fragmentos de membrana utilizados na TFP tém caracteristicas estruturais
diferentes que as membranas utilizadas nos experimentos com CPZ, conforme
mostram as diferentes contribui¢des de tempos de vida DPH. Aqui, a contribui¢ao
de moléculas de DPH localizadas perto da interface membrana —agua (menor
componente) praticamente dobrou em relagdo ao resultado da Tabela 6.1. No
entanto, na presenca de TFP, obteve-se o mesmo comportamento que com CPZ,
com a maior componente, que tende a ser mais estavel que a menor componente;
no entanto, parece que a TFP altera mais o tempo decaimento da menor
componente.

ATabela 6.2 também mostra o tempo de vida médio de DPH. Em média, o tempo
de vida da DPH na bicamada lipidica é igual, dentro do erro, para os fragmentos
de membrana usados no experimento com CPZ (10,8 ns) e com TFP (10,5 ns),
embora as populagdes das duas componentes de DPH sejam diferentes na
membrana. Isto nos diz que DPH tem um entorno lipidico médio nos fragmentos
de membrana - Na*, K*-ATPase com tempo de vida da ordem de 11ns.
Observamos também que esse tempo de vida decai mais com TFP do que com
CPZ, tendendo logo a estabilidade.

Tabela 6.2. Tempos de vida e amplitudes relativas obtidos do ajuste bi-exponencial dos
decaimentos de fluorescéncia de DPH — membrana - Na+, K+ - ATPase com diferentes

concentragdes de TFP. Tempo médio de decaimento, <T> = Zfiz'i .
i

[J:AP] Bu(ns)  f.% B.(ns)  f.% <B>ns) g
o 7,6 38 12,1 62 10,5 1,22
5 6,4 32 11,2 68 9,7 1,14

10 49 27 9,8 73 8,5 0,92

20 45 35 95 65 7.7 1,13

40 3,8 38 94 62 7.3 1,13

8o 3,2 35 10,0 65 7,6 1,10

A Fig. 6.8 mostra graficos de Stern-Volmer para a intensidade de fluorescéncia
(Fo/F) e para os tempos de vida (To/T) de DPH em membrana tratada com TFP.
Assim como com CPZ, tampouco com TFP foi vista equivaléncia na razdo de
decrescimento.
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Figura 6.8. Decréscimo da intensidade fluorescéncia e do tempo médio de vida da

DPH - membrana - Na*, K* - ATPase causado por supressao por TFP.

A quase estabilidade do tempo de vida T, da DPH, vista também com a CPZ, nos
diz que a interagdo das fenotiazinas com DPH dentro das membranas - Na*,
K* - ATPase sao principalmente produzidas por supressdo estatica. No entanto,
esse tipo de supressao estd associado principalmente a componente 2, mais
abundante. O tempo de vida da componente 1 é mais afetado, indicando
possivelmente supressdo tanto estdtica como dindmica. J& que esta menor
componente é representada por moléculas localizadas perto da superficie, é
propicia a supressao colisional com as moléculas da fase aquosa.

Hendrich et al. (2003), estudando a supressdo de fluorescéncia de
N - fenil - 1 - naftilamina (NPN) e de DPH por fenotiazinas em lipossomas de
fosfatidilserina, acharam que fenotiazinas com grupo CFi;—na posi¢do 2
suprimem mais do que as que possuem Cl — nessa posi¢ao. Observaram que este
efeito € menos pronunciado em DPH. Esses resultados estdo em concordancia
com o diferente grau de supressao entre TFP e CPZ encontrado em nosso
trabalho, onde TFP suprimiu um pouco mais que CPZ (Figs. 6.2 e 6.7). Parece
entdo que TFP (e, consequentemente, FPZ) tem maior lipofilicidade que CPZ,
perturbando mais a estrutura da membrana.

A NPN é uma sonda fluorescente que se localiza perto da interface apolar-polar
da bicamada lipidica e é porisso que tem sua fluorescéncia suprimida e deslocada
para o vermelho pelas fenotiazinas, resultado este que indica também aumento
na polaridade de seu microambiente (Hendrich et al., 2003). A mesma localizagao
na membrana foi encontrada para a componente de DPH com menor tempo de
vida (Van der Heide et al., 1996; Konopasek et al., 1998). Dos resultados de
decaimento, a TFP altera mais do que a CPZ o tempo de vida da menor
componente, causando maior perda de estrutura da bicamada e trazendo, como
consequéncia, maior intercalacdo de moléculas polares da fase aquosa na
membrana. Isto aumentaria a polaridade no microambiente superficial da
membrana causando diminuicao no tempo de vida da menor componente
(Konopasek et al., 1998).
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Anisotropia - fluorescéncia estacionaria

A Fig. 6.9 apresenta a anisotropia de DPH em membrana - Na*, K* - ATPase em
fungdo da concentragdo de TFP. A anisotropia de DPH em membranas lipidicas é
um pouco aumentada com TFP, indicando diminui¢do no movimento médio dos
lipidios da bicamada. A anisotropia de DPH foi pouco aumentada por TFP (no
maximo 17 %, em menor grau que por CPZ, 26 %).
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Figura 6.9. Anisotropia de fluorescéncia estacionaria de DPH em membrana - Na+,

K+ - ATPase (DPH, 2,4 uM) com diferentes concentra¢des de TFP. O tampao utilizado foi Tris
10 mM a pH 7.4 (cubeta 1 ml) e a excitagdo foi em 352 nm.

Wesolowska et al. (2004) encontraram também que derivados de fenotiazinas
que possuem o grupo CF;—na posi¢ao 2 aumentam a anisotropia de DPH no
interior de lipossomas de fosfatidilserina (PS) e fosfatidilcolina (PC).

A alta afinidade de CPZ por fosfolipidios carregados negativamente faz com que
a PS seja um receptor adicional para CPZ na superficie de membranas celulares.
Tem-se mostrado também que CPZ se liga ndo so a superficie, mas também que
se intercala no interior da membrana entre as cadeias lipidicas (Parry et al., 2007).
TFP e FPZ parecem ter o mesmo mecanismo de interagdo com membranas que
CPZ, ja que possuem resultados similares para interagdo com DPH. Mas o maior
grau de supressao de TFP (e FPZ) indica maior alcance as moléculas de DPH
localizadas no nucleo da membrana. Estes resultados de TFP (e FPZ), em grau
distinto a CPZ, parece envolver o substituinte na posicao 2.

Os dois anéis benzénicos presentes nas fenotiazinas conferem suficiente
solubilidade lipidica as drogas para penetrar na membrana. No entanto, o
subsituinte na posi¢ao 2 também contribui a lipoficidade da molécula. Grupos de
trifluorometil contribuem mais a hidrofobicidade que o grupo —Cl. E também
possivel que a cadeia lateral das fenotiazinas se incline para o anel devido a
interacdes de Van der Waals entre a cadeia lateral e o subsequente na posicao 2.
Estas interagdes sao mais favoraveis para fenotiazinas de grupo —CF;/piperazina
(TFP) que para as de grupo Cl/alkilamino (CPZ) (Albini and Fasani, 1998; Hendrich
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et al., 2003). Esta disposicdo geométrica da estrutura da TFP poderia
desestruturar mais os lipidios na membrana.

Em pH fisioldgico, CPZ e TFP podem estar em duas formas, protonada e nao
protonada, presentes em diferentes porcentagens. Isto afeta o coeficiente de
particdo das moléculas e a formacdo de agregados. Caetano e Tabak (2000)
estudaram as caracteristicas de ligacdo da CPZ e TFP em micelas de SDS
(anidnicas) usando espectroscopia de absor¢do e fluorescéncia O ambiente
lipidico da membrana pode alterar o estado de protonagao das moléculas. Além
do mais, as moléculas neutras penetram mais na membrana do que as
carregadas. Como o pKdaCPZ ég,3e0daTFP é7,0, em pH7,0hamais moléculas
neutras de TFP do que de CPZ. Isso concorda com nossos resultados de supressao
da fluorescéncia de DPH, que indicaram maior grau de supressao para TFP do que
para CPZ.

Dos resultados de anisotropia estacionaria, Caetano e Tabak (2000) também
encontraram que CPZ e TFP tornam mais rigidas as micelas de SDS e que a CPZ
se localiza em regides mais polares que a TFP. Isso também concorda com nossos
resultados de supressdao. Parece que a CPZ, em pH 7,0, se localiza
prioritariamente mais perto da interface lipidio-agua que do nucleo da
membrana. Sua forma protonada, em maior quantidade, favoreceria esta
localizagdo, ja que a cadeia lateral carregada positivamente se posicionaria na
vizinhanga das cabecas polares dos fosfolipidios. Enquanto a TFP apresenta a
forma predominante neutra, o que facilita o ingresso no nucleo da membrana.

Decaimento de anisotropia de DPH - cinética e ordem dos lipidios

O decaimento da anisotropia de fluorescéncia em membranas lipidicas pode ser
descrito como a soma de duas componentes, uma de decaimento rapido e um
termo constante:

)=y -r,)-exp(-t/7,)+r, 6.7

onde r, € a anisotropiainicial, 7, é o tempo de correlagao rotacional e r € o valor
assintdtico de r(t) para um tempo muito longo (Jahnig et al., 1979).

Em membranas lipidicas com ou sem colesterol e em membranas célulares, o
decrescimento de r(t) para um valor r., diferente de zero, da a entender que a
distribuicao final de dipolos emissores deve ser anisotrdpica. Assim r. fornece
informacao sobre a ordem estrutural nas membranas. A sonda DPH dentro da
membrana, ao orientar-se paralelamente as cadeias dos lipidios, detecta a
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ordem. Entdo, podemos identificar a ordem da sonda com a ordem dos lipidios.
Para o caso do momento de dipolo de absor¢ao e emissao localizados ao longo
do eixo do fluoroforo, re pode ser escrito em fun¢ao do quadrado do parametro
de ordem da sonda fluorescente ou parametro de ordem dos lipidios. Entao pelas
medidas de decaimento de anisotropia de fluorescéncia de DPH nés podemos por
meio rw analisar o efeito estrutural das fenotiazinas em membranas.

Em meios anisotrépicos como a membrana lipidica, a anisotropia estacionaria, rs,

pode ser escrita em fungdo de 7, T e r. da seguinte maneira:

Bl

= +r, 6.8
5141/t

Na equagdo 6.8 o primeiro termo representa a contribui¢ao cinética e o segundo
a estrutural. A equacao de Perrin (Eq. 3.29) € obtida se a parte estrutural r.
desprezivel. Kawato et al. (1978), estudando as propriedades de fluorescéncia de
DPH em certas membranas, encontraram uma relacao entre rs e re, assumindo

como valormédio t/ 7, =8 para DPH na fase lipidica e r, = 0,39 (Lackowicz, 2006):

9 1
vV =—7V. —— 6
“ 87 20 2
A equagdo 6.9 mostra que a ordem dos lipidios em membranas pode ser analisada
com boa aproximagdo das medidas de anisotropia de fluorescéncia estacionaria.

Efeitos das fenotiazinas no decaimento de anisotropia de DPH

AFig. 6.10 apresenta os dados experimentais (simbolos pretos) de decaimento da
anisotropia de fluorescéncia de DPH em membrana - Na*,K* - ATPase. A curva
ajustada mostra claramente que a sonda sofre um movimento restrito nas
membranas.
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Figura 6.10. Curva decaimento da anisotropia de fluorescéncia de DPH em

membrana - Na*, K* - ATPase. A curva representa o ajuste exponencial. Excitacdo em 372 nme
emissdo em 427 nm (Tampao Tris 20 mM pH 7,4; 1,8 mg/ml proteina; [DPH] 8ouM; cubeta de
1mm de espessura).

Da curva ajustada na Fig. 6.10 obtém-se r. = 0,16 € 7, =1,4 ns. Estes parametros

sao muito parecidos com os encontrados por Koyama et al. (1990), que acharam
para a anisotropia de DPH em fragmentos de membranas - Na*, K* - ATPase de

ra os valores 0,14 e 1,5 ns parar- e 7., respectivamente.
A seguir mostraremos os resultados de medidas de r(t) na presenca de
fenotiazinas. Os efeitos cinéticos e estruturais sdo relacionados com os

parametros 7. e r., respectivamente. A Figura 6.11, mostra r(t) de DPH em

membranas - Na*, K* - ATPase tratadas com CPZ. Os valores de 7, e r. foram

1,0ns e 0,20, respectivamente. A anisotropia limite, r., fica maior que a
encontrada em auséncia de CPZ, indicando aumento na ordem orientacional dos

lipidios. Ja o tempo de correlacao rotacional 7. teve seu valor diminuido,
sugerindo maior mobilidade dos lipidios.
A Figura 6.12, mostra o decaimento de anisotropia de fluorescéncia de DPH para

membranas tratadas com TFP 20 uM. Os valores para 7, e r. foram 0,68 ns e

0,26, respectivamente. Os parametros sao alterados na mesma forma que a CPZ,
mas em maior grau.
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Figura 6.11. Anisotropia resolvida no tempo de DPH em membrana - Na+, K+ - ATPase

(DPH, 2,4 pM) tratada com CPZ 20 uM. Tampao Tris 10 mM pH 7.4 (cubeta 1 ml). Excitacdo em
352 Nm e emissao em 426 nm.

06
o finf. 1, CHISQ
054 039026 068 1,11
0.4
—~ 034 P ]
=4 ] O
0.2 )
0.1
W+
15 20 25
Tempo, ns
Figura 6.12. Anisotropia resolvida no tempo da DPH - membrana - Na+, K+ - ATPase (DPH,

2,4 mM) para 20 uM de concentracdo de TFP. O tampdo utilizado foi Tris 10 mM a pH 7.4 (cubeta
1 ml). Excitagdo em 352 nm e emissao em 426 nm.

Os efeitos das fenotiazinas na ordem dos lipidios da membrana, deduzidos a
partir das medicoes de anisotropia estacionaria, coincidiram com os resultados
para a anisotropia limite, obtidos das medicdes resolvidas no tempo (Figs. 6.5 e
6.11; 6.9 e 6.12). Isto quer dizer que rs serve para analisar com boa aproximacao
os efeitos estruturais das fenotiazinas (Jahnig et al., 1979).

Os parametros rs e r. aumentaram de valor em presenca das fenotiazinas. Nas
medidas de decaimento de anisotropia a TFP afetou mais a ordem dos lipidios do
que a CPZ, ja que aumentou mais o valor de re.

Em tempos da ordem 10%'s, moléculas de lipidios podem também mover-se por
difusao lateral em distancias da ordem de angstroms. A anisotropia de
fluorescéncia, que envolve processos dentro desse tempo curto, detecta
parametros de ordem local devido a essa difusdo lateral. Os parametros de ordem
local representam a ordem orientacional relativa a um eixo médio local que em
geral ndo coincide com a normal a membrana. O parametro de ordem medido
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pela anisotropia de fluorescéncia seria a média de todos esses parametros de
ordem locais. Um aumento na ordem dos lipidios obtido pela anisotropia de
fluorescéncia demanda um aumento na ordem dos lipidios ao redor dos eixos
locais (Jahnig et al., 1979).

CPZ e TFP causam aumento no r. indicando um incremento na ordem dos
lipidios. Por outro lado, observou-se diminuicdo no tempo de correlagdo
rotacional. O decrescimento de 7. indicaria diminui¢do da microviscosidade. O
grau de diminuicao de 1. depende da forma como interagem as fenotiazinas com
a bicamada lipidica. Da supressao de fluorescéncia de DPH e tempos de vida
associados ao interior ou a superficie da membrana, a CPZ parece nao afetar o
nucleo da membrana, enquanto a TFP parece afetar tanto o nucleo quanto a
superficie. O mecanismo exato de intera¢ao das fenotiazinas com os lipidios, ou
com a estrutura lipidica, ainda é incerto. Na superficie tanto a CPZ como a TFP
podem interagir por atragao elétrica com grupos das cabecas polares dos lipidios,
e seus aneis hidrofobicos podem se intercalar entre os lipidios de tal forma que
alterem o estado estrutural dos lipidios. Por outro lado, o grau de protonagao das
fenotiazinas CPZ e TFP dentro das membranas pode ser diferente para cada uma
(Caetano e Tabak, 2000).

Anisotropia de fluorescéncia de DPH em membranas de crustaceo normal e

adaptado

As propriedades fisicas dos lipidios em membranas bioldgicas sdo sensiveis as
mudangas ambientais como consequéncia da adaptagdo das espécies. Foram
utilizados membranas de crustaceo enriquecidas em Na*, K*- ATPase para
investigar (em nivel molecular) as propriedades dessas membranas, quando o
crustaceo muda de um ambiente menos salino (normal de rio de agua - doce) a
outro mais salino e mais frio (adaptada em mar).

Anisotropia - fluorescéncia estacionaria

A Fig. 6.13 mostra a anisotropia de fluorescéncia estacionaria de DPH em
membrana de crustaceo normal e adaptado, e de rim de porco.
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Figura 6.13. Anisotropia de fluorescéncia estacionaria de DPH em membrana - Na*, K*-

ATPase de crustaceo normal (verde) e adaptado (azul). Excitacdo em 355 nm. A analise foi feita
utilizando a maxima emissdo em 427 nm. A curva vermelha é de membrana de rim de porco.

Observa-se uma diferenca significante no valor da anisotropia para a espécie
normal e adaptada do crustdceo. A anisotropia estacionaria no crustaceo
adaptado diminui 30 % em relacdo ao crustaceo normal. Este resultado indica que
a bicamada lipidica do crustaceo normal tem menor mobilidade/mais ordem do
que a de crustaceos adaptados. Parece que o crustaceo adaptado teve que
aumentar a fluidez de sua membrana celular para se adaptar a um ambiente mais
salino e frio.

Parece uma coincidéncia que as membranas de crustaceo normal e de rim de
porco tenham o mesmo valor de anisotropia.

Medidas de anisotropia de fluorescéncia estacionaria em membranas - Na*,
K* - ATPase de hepatdcitos de peixe dourado Sparus auratus L. aclimatados a
17° C (Hernandez et al., 2002) resultaram em aumento de ordem ou diminuicao
de fluidez dos componentes lipidicos quando se baixa a temperatura de
aclimatacdao em agua até ~7° C. Esta compensacao para preservar suas
propriedades fisicas, de fluidez, ordem ou outras, frente a disturbios térmicos foi
denominada adaptacao homeoviscosa (Logue et al., 1995). Parece que o
crustaceo para adaptar-se no mar teve que baixar a ordem/aumentar a
mobilidade dos lipidios na membrana celular.
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Efeitos estruturais na Na*, K*-ATPase devido as fenotiazinas

A Na*,K*-ATPase é uma proteina integral que tem como fungao principal
transportar ions de sodio e potdssio contra um gradiente eletroquimico. O
mecanismo de bombeamento é baseado na mudanga conformacional
principalmente de sua subunidade a. O transporte destes ions esta associado
com a oscilagdo da proteina entre seus dois principais estados conformacionais
(E1 e E;), os quais tém diferentes afinidades por ATP. Os efeitos estruturais gerais
e locais em certos sitios de importancia funcional numa proteina podem ser
estudados usando sondas fluorescentes extrinsecas, como a FITC, ou intrinsecas,
como os residuos triptéfanos da propria proteina. A FITC é um marcador
fluorescente da subunidade a da Na*, K*-ATPase que inibe a atividade desta
proteina, bloqueando o sitio de alta afinidade de ATP, no aminoacido lisina 501,
na conformacgao E, (Ward D. et al., 1998; Linnertz H. et al., 1998).

A fluorescéncia intrinseca de uma proteina deve-se aos trés aminoacidos
aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano. A alta sensibilidade do triptofano
ao seu entorno local pode ser uma vantagem para estudos de transi¢oes
conformacionais, desnaturacdo, etc. Para proteinas com um ou poucos
triptofanos é mais facil interpretar os dados espectrais. Geralmente as proteinas
contém varios residuos de triptofanos expostos em ambientes distintos,
mostrando espectros de emissao mais complexos.

Mudangas no estado conformacional de uma proteina conduzem também a
mudancas na acessibilidade relativa dos triptofanos, e as podemos ver refletidas
nas caracteristicas de supressao. Por exemplo, aparecem deslocamentos nos
espectros de emissao e os graficos de Stern - Volmer sdo complexos. Isto é devido
a supressao seletiva dos triptofanos expostos ao supressor e aqueles internos a
proteina. O estado estrutural tridimensional de uma proteina ligada a membrana
e sua insercao na bicamada lipidica também sao fatores determinantes na
acessibilidade de moléculas supressoras aos residuos de triptofanos.

Neste capitulo, empregando as fracdes de membranas - Na*,K*- ATPase
daremos énfase ao estudo dos efeitos estruturais na proteina Na*,K* - ATPase
provocados pelas fenotiazinas, sem deixar de lado os possiveis efeitos colaterais
que a bicamada lipidica possa ocasionar por efeito também das intera¢des das
fenotiazinas com as membranas.

Interacdao da TFP com a Na*, K*-ATPase

A Fig. 7.1 (A) mostra os espectros de emissao da proteina em diferentes
concentragdes de TFP. As medidas foram feitas em meio anaerdbico para evitar
que a TFP fotodegrade no tempo de iluminacdo da medida. Os residuos de
triptofanos da Na*, K* - ATPase excitados em 284 nm, produzem emissao em
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330 nm. A emissdo em 474 nm corresponde as moléculas de TFP, que possuem
absorbancia significativa em 284 nm.

Observa-se que, para a faixa concentracoes pequenas de TFP, a diminuicdo de
fluorescéncia dos triptofanos é maior. Nota-se também da Fig. 7.1 (A), que tanto
0 maximo de emissdo dos triptofanos (330 nm) como da TFP (474 nm) ndo estdo
sofrendo deslocamento. Pode estar havendo transferéncia de energia dos
residuos de triptofano para a TFP, ja que ha superposi¢do do espectro de emissao
dos triptofanos com o de absor¢do da TFP (Fig. 5.1).
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Figura 7.1. (A). Espectros de emissdo da Na*,K*-ATPase (corrigidos para efeito de filtro

interno) para diferentes concentra¢des de TFP, excitacdo em 284 nm. (B) Grafico de
Stern — Volmer em 330 nm (emissdo do triptofano). Tampao TRIS 30 mM, Tris-fosfato 5 mM,
EDTA 0,2 mM, e MgCl, s mM a pH 7,4 (para estabilizar a conformagao E,).

A Fig. 7.1 (B) mostra o grafico de Stern-Volmer, onde observamos um efeito nao
linear para concentragoes de TFP maiores que 8 uM, indicando que nem todos os
residuos de triptofano sdo acessiveis a TFP.

Medidas de fluorescéncia da TFP (excitada também em 284 nm) foram realizadas
paralelamente em auséncia e em presenca da proteina. A Fig. 7.2 mostra os
resultados dessas medidas, em presenca da membrana - Na*, K* - ATPase (A) e
na auséncia (B). Observa-se que o pico de emissdao da TFP ndo se desloca em
presenca da proteina, porém sua intensidade fica maior.

A Fig. 7.3 mostra a intensidade de fluorescéncia da TFP nos casos (A) e (B) em
funcao da concentragdo. Depois de ajustar os dados a uma reta achamos, por
meio do coeficiente angular, que a fluorescéncia em (A) é quase 2,4 vezes maior
que em (B), ja considerando o fator de correcdao de filtro interno devido ao
espalhamento, que foi de 1,53. Mesmo considerando que este pode estar
superestimado, concluimos que a intensidade de fluorescéncia da TFP em
membrana é maior do que em tampao por um fator ftal que 1,7 < f < 2,4.
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Figuray.2. Espectros de emissao da TFP, excitada em 284 nm (corrigidos para efeito de

filtro interno) em concentragdes crescentes de TFP: (A) na presenca e (B) auséncia de
membranas ricas em Na+,K+-ATPase. Em (A) subtraiu-se o espalhamento devido a membrana.
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Figura 7.3. Emissdo de fluorescéncia da TFP (A) na presenca da Na+,K+-ATPase e (B) em

sua auséncia. A emissao foi em 474 nm e a excitacdo em 284 nm. Os valores de oa e &g
representam os coeficientes angulares das retas.

A Fig. 7.4 apresenta o grafico de Stern - Volmer modificado considerando duas
populacdes de residuos de triptofano, uma acessivel a TFP e a outra inacessivel
ou embutida na proteina, sendo K; a constante de supressao de Stern-Volmer da
populacao acessivel.

Observamos que o grau de acessibilidade depende da faixa de concentracao da
TFP. A concentragdes menores do que 8 uM a fracdo de residuos de triptofano f,
e a constante de supressdo K, foram 53% e 8,1x105 M?, respectivamente. E para
concentragdes maiores f; e Ks.foram 60 % e 4,9x105>M?, respectivamente. O
parametro f, indica que nem toda a fluorescéncia de triptofano é suprimida por
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TFP, em média suprime-se cerca de 56%. Conforme se vai aumentando a
concentracdo de TFP (maior de 8 uM), a populagdo que era antes inacessivel
parece tornar-se parcialmente acessivel, modificando as caracteristicas de
supressao.
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Figura 7.4. Grafico de Stern - Volmer modificado da Na+,K+-ATPase (excitagdo 284 nm). f,

é a fracdo acessivel do total de triptofano e K, é a constante de Stern — Volmer de supressdo para
os residuos de triptofano acessiveis.

A fluorescéncia dos residuos de triptofanos da Na*, K*'-ATPase ndo é
completamente suprimida, aparentemente a metade dos triptofanos parece ser
afetada pela TFP (Fig. 7.1). Adhikary et al. (1994) encontraram que a CPZ suprime
afluorescéncia da Na*, K* - ATPase, com fa= 68% em presenca de K* e f,=33% em
presenca de Mg**. Nossos resultados de supressao pela TFP foram parecidos
(60%).

Os residuos de triptofano de uma proteina podem ser agrupados em quatro tipos
de residuos, com relacdao a sua emissao (Lakowicz, 2006): residuos que sao
completamente expostos ao solvente (Amax = 350 nm), residuos parcialmente
expostos, na superficie de uma proteina (Amax = 340 nm), residuos embutidos
dentro da proteina, mas interagindo com grupos polares (Awax = 315nm a
330nm), e residuos embutidos completamente num nucleo apolar (Avax =
308 nm). O maximo de emissdo e o rendimento quantico do triptofano podem
variar grandemente entre as proteinas. As moléculas de TFP parecem suprimir os
triptofanos mais superficiais. Podemos comentar que a populacao de triptofano
acessivel a supressao estd distribuida superficialmente ou é mais acessivel ao
solvente aquoso.

Em maior concentracao de TFP, as caracteristicas de supressao sao alteradas (Fig.
7.4). Residuos de triptofano podem ser encontrados dentro da bicamada lipidica
perto da interface membrana e solvente (Yudouski G. et al., 2003). Ao aumentar
a concentracao de TFP, a droga pode provocar mudangas conformacionais na
proteina que deixem outros triptofanos mais acessiveis.
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Irradiagao no UVB da TFP em presenca da Na*, K*-ATPase

Irradiou-se em 3120 nm a TFP em presenca da membrana - Na*, K* - ATPase, em
conformacao E,. A Fig. 7.5 A mostra os espectros de emissdao da TFP, com
excitagdo em 310 nm, para diferentes tempos de irradiagdo. O espectro de
emissdo da proteina foi subtraido das demais medidas de emissdo. Como vimos
anteriormente, irradiando-se a TFP, esta comeca a se fotodegradar criando
outras espécies, como a espécie fluorescente em 410 nm. Aqui, também
observamos que, conforme irradiamos a amostra, todo o espectro de emissdo
aumenta com o tempo. A Fig. 7.5 B mostra os espectros de emissao da TFP da Fig.
7.5 A subtraindo o espectro da TFP intacta em presenca da proteina. Observamos
facilmente que surge o fotoproduto em 410 nm e outra espécie em 502 nm.
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Figura7.s5. (A) Espectros de emissao da TFP (20uM) excitada e irradiada em 310 nm (0,36

mW), subtraiu-se o espectro da Na+, K+-ATPase (8o pg/ml). (B) Subtraindo-se o espectro sem
irradiar (o min) dos espectros de emissao da parte A. O tampdo usado foi TRIS 30 mM,
Trisfosfato 5 mM, EDTA 0,2 mM, e MgCl, 5 mM a pH 7,4 para estabilizar a conformagao E, da
proteina, também se empregou ATP a 0,5 mM.

A Fig. 7.6 mostra a variacao da intensidade de fluorescéncia nos comprimentos
de onda 470, 495 e 4120 nm em func¢ao do tempo. Observamos que as espécies que
fluorescem em 5o2nm e 470nm parecem ser da mesma espécie ja que evoluem
da mesma forma no tempo. As espécies fluorescentes formadas por irradiagao
ndo saturam no periodo observado.
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Figura 7.6. Variagdo da fluorescéncia da TFP em presenca da proteina em func¢do do

tempo.

Foi feita a dialise da amostra previamente irradiada, para investigar se houve
foto-associagdo de TFP com a proteina através de ligagdes covalentes. A Fig. 7.7
mostra os espectros de emissdo das medidas de fluorescéncia estacionaria da
amostra depois da didlise. A espécie com pico em 494 nm permanece na amostra
dialisada e parece ligar covalente a proteina (ndo se fotodegrada). O fotoproduto
fluorescente em 410 nm também é observado em menores quantidades. Parece
que a espécie fluorescente em 410 mn ndo se liga a Na*, K* - ATPase pois apenas
uma pequena fragdo dessa espécie permaneceu na amostra apos a dialise.
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Figura7.7. Fluorescéncia da amostra de TFP e Na*, K*-ATPase irradiada a 114 min e

dializada. A amostra foi submetida a novos tempos de irradiagdo em 310 nm.

Interacdao da CPZ com a Na*, K*-ATPase marcada com FITC

AFig. 7.8 apresenta o espectro de emissao e excitacao da sonda fluorescente FITC
depois de dialisar a amostra. Os espectros pertencem as moléculas de FITC
ligadas a proteina. Seu espectro de excitagdo mostra dois picos de excitagdo em
470 nm e 494 nm. Os espectros de fluorescéncia da FITC sdo obtidos excitando-o
em sua maxima excitagao.
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Figura7.8. Espectros de emissao (curva vermelha) e excitagdo (curva preta) da FITC ligada

a Na*, K*-ATPase.

Depois do processo de marcagao da proteina com a FICT, a proteina foi titulada
com CPZ. A Fig. 7.9 A, mostra o espectro de emissao de FITC- Na*, K*-ATPase
para diferentes concentra¢des de fenotiazina. Observamos que a CPZ ndo causa
nenhuma alteracao na intensidade da FITC, sugerindo que a CPZ ndo altera a
estrutura do sitio de ligagdo da FICT. Resultados obtidos com a sonda
fluorescente antroil ouabaina (AO), mostraram que a CPZ liga-se a Na*, K*-
ATPase perto do sitio de ouabaina (Guevara et al., 2007). O sitio de ouabaina (lado
extracelular) se encontra longe do sitio de ATP (lado citoplasmatico), a uma
distancia aproximada de 7,2 nm (Linnertz H. et al., 1998). Portanto é razoavel que,
nesse sitio, o farmaco ndo altere diretamente o sitio de ATP. No entanto, poderia
haver outros sitios de ligagao para a CPZ na proteina. Nosso resultado mostra que
a CPZ nao se liga a sitios proximos de FITC.

AFig. 7.9 Bmostra a fluorescéncia de FITC-Na*, K*-ATPase tratada com CPZ para
diferentes tempos de irradiagao.
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Figura7.9. Espectro de fluorescéncia do marcador de fluorescéncia FITC da Na*, K*-

ATPase a diferentes concentragdes de CPZ (A) e a distintos tempos de irradiacdo da CPZ em
310 nm (B).

O resultado encontrado em Guevara et al. (2007) mostrou que a irradiacao da
amostra em 310 nm provoca a foto-associacdo de CPZ a proteina. Usando a AO,
como sonda fluorescente da proteina, foi encontrado que o radical criado pela
irradiacdo da CPZ (radical promazinil) liga-se a enzima perto do sitio da ouabaina.
Observamos da Fig.7.9B que a CPZ, mesmo irradiada, nao altera
significativamente a intensidade da FITC ligada a proteina. Entdo parece que os
fotoprodutos da CPZ também nao afetam significativamente a FITC.
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Conclusao

As principais conclusoes desse trabalho encontram-se a seguir.

As estratégias desenvolvidas nos trabalhos de membranas permitiram
caracterizar os efeitos das fenotiazinas nas fragdes de membranas enriquecidas
de Na*,K*-ATPase, permitindo-nos obter informagdes dos efeitos estruturais
destas drogas em regides especificas das membranas lipidicas. Das medidas de
fluorescéncia estacionaria encontramos que DPH comportou-se adequadamente
como sonda fluorescente de membrana, localizando-se em pequenas
quantidades na regido superficial (componente de menor de tempo de vida) e em
sua maioria na regido hidrofébica (componente de maior tempo de vida).

Os derivados de fenotiazinas se localizaram tanto na regido lipidica das
membranas como nas proteinas. Pela anisotropia de fluorescéncia estacionaria
de DPH, verificamos que as fenotiazinas afetam a estrutura da bicamada lipidica,
alterando a ordem dos lipidios. Encontrou-se que as fenotiazinas diminuem a
fluorescéncia da DPH por supressdo estatica. A CPZ parece afetar menos o nucleo
da membrana do que TFP, ja que ela suprimiu menos a fluorescéncia de DPH,
principalmente das moléculas superficiais de DPH, de menor tempo de vida. Ja a
TFP parece afetar toda a membrana, isto porque esta fenotiazina suprimiu mais
afluorescéncia de DPH e chegou a alterar os tempos de vida das componentes de
DPH. Pelo decaimento da anisotropia, encontramos que a ordem dos lipidios
aumenta por efeito das fenotiazinas, mas a taxa de decaimento da anisotropia
também aumenta.

A sonda fluorescente de membrana DPH também foi usada para investigar as
mudancgas fisicas dos lipidios de membrana devido a adaptacao de uma espécie a
um novo habitat. Encontramos para Na*,K*-ATPase do crustaceo diminuicao da
ordem lipidica de membrana para adaptar-se a um ambiente marinho.

Usamos como sonda intrinseca os residuos de triptofano da Na*,K*-ATPase para
investigar efeitos estruturais e o tipo de supressao de fluorescéncia que as
fenotiazinas possam causar a proteina. Encontrou-se que a fluorescéncia dos
residuos de triptofano foi suprimida parcialmente pela TFP, onde cerca de 60%
dos triptofanos sofreram supressao. Nao se encontrou indicio de transferéncia de
energia entre TFP e os residuos de triptofano da proteina.
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