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Resultados e Discusséo Il - Interacao dibucaina-membrana

e tetracaina-membrana

8.1

Espectros de Fluorescéncia Estacionaria da Dibucaina em Membrana

Solugdes aquosas de Dib em pH 7.4, com concentracdo fixa de /0 uM,
foram tituladas com membranas - enriquecidas com proteinas (Na", K') ATPase
na concentragdo de /0 mg/ml em proteina - em concentragdes crescentes.
Espectros de fluorescéncia estacionaria foram registrados para estas solu¢des com

a excitagdo em 330 nm. Os resultados aparecem na Fig. 8.1.
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Figura 8.1 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 titulada com

membrana na faixa de concentragédo de 20 ug/ml a 340 pg/ml.
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Abaixo, temos os resultados da correcdo da primeira contribuicdo do

espalhamento realizados com o uso da equagdo 5.2.
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Figura 8.2 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de
membrana na faixa de 20 ug/ml a 500 ug/ml apds correcdo da primeira contribuicdo do

espalhamento.

Com o objetivo de corrigir as outras contribui¢des do espalhamento - perda
de intensidade de fluorescéncia devido a atenuagdo da luz de excitacao; perda de
intensidade e aparente deslocamento do pico de fluorescéncia devido a atenuagdo
da luz emitida - utilizamos a equacgdo (5.3). Os espectros resultantes dessa
segunda correcdo sdo apresentados na Fig. 8.3. O resultado desta corregdo se
mostrou superestimado. O que, por fim, nos pareceu natural, dado que este
método ndo leva em consideragdo o fato de que a luz espalhada pode excitar
moléculas fora do feixe de excitacdo, e que a emissdo destas, por sua vez, possa

chegar ao detector.
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Figura 8.3 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de
membrana na faixa de 20 ug/ml a 340 pug/ml com corre¢cdo da primeira e segunda

contribuicdo do espalhamento.

Solugdes aquosas de Dib em pH 7.4, em concentracao fixa de /0 uM, foram
tituladas com membranas em concentragdes crescentes. Espectros de
fluorescéncia estacionaria foram registrados na presenca de polarizagao HV. Os

resultados aparecem na Fig. 8.4.
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Figura 8.4 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de
membrana na faixa de concentragcdo de 20 pg/ml a 340 pg/ml com polarizagao

transversal HV.

Com o objetivo de corrigir a primeira contribuicdo do espalhamento
utilizamos o mesmo método de correcdo, ou seja, a equagdo 5.2. Os resultados da

correcao sao apresentados na Fig. 8.5.
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Figura 8.5 - Espectros de fluorescéncia da Dib (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de
membrana na faixa de 80 pg/ml a 340 pg/ml com polarizagéo transversal HV e corregao

da primeira contribuicdo do espalhamento.

O uso combinado da polarizagdo transversal HV e da corre¢do para a
primeira contribuicdo do espalhamento permitiu eliminar os efeitos espurios
derivados da contribui¢do direta da luz espalhada na direcdo do detector. O
mesmo ndo ocorreu com as medidas sem polarizacdo, onde houve apenas uma
atenuacao destes efeitos.

Solugdes aquosas de TTC em pH 7.4, em concentracdo fixa de /10 uM,
foram tituladas com membranas - enriquecidas com (Na', K') ATPase na

concentragdo de /0 mg/ml em proteina - em concentragdes crescentes. Espectros

de fluorescéncia estacionaria foram registrados para estas solu¢des. Os resultados

aparecem na Fig. 8.6.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510942/CA


PUC-Rio - Certificacé@o Digital N° 0510942/CA

123

6
— 25x10°4 branco
© 1 —— TTC
= 2,0x10°

,0x10°

.g [M] pg/ml
c i 20
§ 1,5x10° 40
B | 80
o . ——— 160
2 10x10°47 240
o) | 440

5 N\
8 5,0x10° NN
7} - T
S 0,0 —4—>+—>7—"———+——7——
2 350 400 450 500

comprimento de onda (nm)

Figura 8.6 - Espectros de fluorescéncia da TTC (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de

membrana na faixa de concentragao de 20 ug/ml a 440 ug/ml.

Com o objetivo de corrigir a primeira contribuicdo do espalhamento
utilizamos a equacdo (5.2). Os resultados da corre¢do sdo apresentados na Fig.

8.7.
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Figura. 8.7 - Espectros de fluorescéncia da TTC (10 uM) em pH 7.4 com titulagdo de
membrana na faixa de 20 ug/ml a 500 ug/ml apds correcao da primeira contribuicdo do

espalhamento.

Nota-se uma diferenga entre o comportamento na fluorescéncia da Dib e
da TTC ao associar-se ao meio lipidico. O rendimento quéntico da Dib diminui a
medida que sua incorporacdo a membrana aumenta. J4 o rendimento da TTC

aumenta. Alguns autores afirmam que a diferenga do rendimento quantico da Dib
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em relagdo a TTC pode ser explicada se considerarmos a natureza dos estados

eletronicos de emissao e o efeito do solvente sobre ela (Mondal et al., 2003).

8.2
A determinagdo da constante de dissociacdo da Dib e TTC em

membrana

A incorporacdo de firmacos nas membranas lipidicas pode ser monitorada
pela determinagdo da concentragdo dos farmacos incorporados na membrana e
farmacos livres em solugdo. Neste sentido, aplicamos o modelo de um sitio de
ligagdo de Bashford e Smith, dado pela equacdo (5.10), para analisar a
incorporagdo da Dib e TTC na membrana e determinar as suas respectivas
constantes de dissociagdo e, por conseguinte, de associagao.

Solugdes de Dib foram tituladas, em concentragao constante de 10 uM, com
concentragdes crescentes de membrana para se obter a mudanga na intensidade de
fluorescéncia até a saturagdo, ou seja, até a concentragdo “infinita” de membrana
quando todos os farmacos estariam incorporados. O resultado da aplicagdo deste
modelo, tomando-se como referéncia a mudanca na intensidade de fluorescéncia
em 420 nm, para as medidas sem polarizagdao (Fig. 8.3) e com polarizagdo HV
(Fig. 8.5), aparecem abaixo, nas Figs. 8.8 e 8.9.

Nota-se que houve uma significativa diferenca entre o valor da constante de
dissociacdo da Dib determinado a partir dos espectros obtidos sem polarizagio,
K;=1.10 mM e com polarizacdo, K; = 0.73 mM, sendo esta Ultima mais
confiavel. Cabe salientar que a configuragdo transversal de polarizagdo poderia
estar privilegiando a fluorescéncia de moléculas em agua, pois estas giram mais
rapidamente do que as localizadas em membrana. Neste sentido, caso isto tivesse
ocorrido, teriamos um valor maior para a constante de dissociacdo. No entanto,
nao foi o que aconteceu.

Solugdes de TTC foram tituladas, em concentragdao constante de 10 uM,
com concentracdes crescentes de membrana para se obter a mudanca na
intensidade de fluorescéncia até a saturacdo, ou seja, até a concentracdo “infinita”
de membrana quando todos os farmacos estariam incorporados. O resultado,

tomando-se como referéncia a mudanga na intensidade de fluorescéncia em 452
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nm , 372 nm (medidas sem corre¢ao de espalhamento) e 356 nm (com correcao de

espalhamento), aparece na Fig. 8.10.
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Figura 8.8 - Variagao da fluorescéncia da Dib em funcéo da concentracao de lipideos da
membrana tomando como referéncia a mudanga na fluorescéncia em 420 nm. A curva
corresponde ao ajuste através do modelo de um Unico sitio de ligagao. A fluorescéncia

maxima e a constante de dissociagdo aparecem ao lado da curva.
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Figura 8.9 - Variagdo da fluorescéncia da dibucaina em fungdo da concentracdo de
lipideos da membrana tomando como referéncia a mudanca na fluorescéncia em 420 nm
nas medidas realizadas com polarizagdo HV. A curva corresponde ao ajuste através do
modelo de um unico sitio de ligacdo. A fluorescéncia maxima e a constante de

dissociagao aparecem ao lado da curva.
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Figura 8.10 - Variacdo da fluorescéncia da TTC em fung¢do da concentragédo de lipideos
da membrana. As curvas correspondem ao ajuste através do modelo de um unico sitio
de ligacdo tendo-se como base 0s espectros sem e com a correcdo para a primeira
contribuicdo de espalhamento. As constantes de dissociagdo aparecem ao lado de cada

curva.

Coeficientes de particdo, P, de anestésicos locais em diferentes fases
organicas tém sido determinados por diversos autores. Estes coeficientes foram
determinados para Dib e TTC, além de outros anestésicos, no sistema de vesiculas
multilamelares de fosfatidilcolina em meio aquoso (Malheiros et al., 2004). Para a
= (18 £5)x10% ¢

forma catidnica da Dib e da TTC o valor encontrado foi de Pd'b+

P =(14 £ 5)x10, respectivamente. Nota-se que este coeficiente de partigdo

e
encontrado para a Dib ¢ uma ordem de grandeza maior do que para a TTC.

Como vimos no capitulo quatro, podemos determinar a constante de
associac¢do, K, de um farmaco a partir de seu coeficiente de parti¢do com o uso da
Equacao (4.43). Note também que a constante de associagdo, K5, pode ser obtida
simplesmente pelo inverso da constante de dissociagdo, K;. Neste sentido, temos
na Tabela 8.1 as constantes de associagdo obtidas a partir desses coeficientes
(Malheiros et al., 2004) e as constantes oriundas dos ajustes descritos em nosso

trabalho.
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Tabela 8.1 — Constantes de associagao da Dib e TTC obtidas pelos coeficientes de
particdo (Malheiros et al., 2004), Ky*, e pelos ajustes do modelo de um unico sitio de

ligacdo das Figs. 8.9 e 8.10, K.

ANESTESICO LOCAL  Kg*(10°M™") K10’ MM

Dib 1.34 +£0.41 0.91+0.15

TTC 0.11+0.04 0.77 £ 0.20

A constante de associagdo para a Dib, encontrada a partir do coeficiente de
particao, ¢ uma ordem de grandeza maior do que para a TTC. O que significa que
a Dib associa-se mais facilmente as vesiculas multilamelares de fosfatidilcolina do
que a TTC. Por outro lado, as constantes de associa¢do encontradas em nosso
trabalho s3o da mesma ordem de grandeza. O que significa que a Dib e a TTC

. . < . . + +.
associam-se igualmente a membrana enriquecida com (Na', K') ATPase.

8.3

Fluorescéncia resolvida no tempo da dibucaina em membrana

Solugdes aquosas de Dib em pH 7.4, em concentracdo fixa de /0 uM, foram
tituladas com membranas - enriquecidas com (Na', K") ATPase na concentragio
de 10 mg/ml em proteina - em concentragdes crescentes. Curvas de decaimento
de tempo de vida de fluorescéncia, com excitagdo em 330 nm e emissdo em 405
nm, foram registradas para estas solucdes. As curvas de decaimento de
fluorescéncia para cinco concentragdes de membrana e ajustes realizados ao longo
de toda faixa de concentracdo aparecem na Figs. 8.11 A e 8.11 B.

Os valores de y° obtidos, em torno de 1.4. Isto foi devido ao ruido
oscilatorio que entra no detector através do cabo (ver residuos, na Fig. 8.10), o
qual procuramos minimizar em outras medidas. Nao obstante esta interferéncia,
temos que os valores de > obtidos mostram-se satisfatorios. A seguir temos o0s
resultados dos ajustes realizados a partir da analise individual, considerando um
modelo de trés exponenciais, para solu¢des de dibucaina (10 uM) tituladas com

membrana, sem polarizagdo e com polarizacdo HV - Tabela 8.2.
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Figura 8.10 — Curvas de decaimento de fluorescéncia (Fig. A) e ajustes realizados ao
longo de toda faixa (Fig. B), da Dib (10 uM) em pH 7.4, para titulagdo com membrana na

faixa de 20 pg/ml a 820 ug/ml. Excitagdo em 330 nm e emiss&o 405 nm.
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Tabela 8.2 - Resultados da analise individual tri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia da Dib (10 (M) para titulagdo com membrana na faixa de 20 [ig/ml a
820 [1g/ml obtidos com [, fixo em 0.1ns. A ultima linha corresponde a medida realizada

com polarizagdo HV (*).

[M] (27)] Jo 71 (24 Ji (%] (2%} f
ug/ml  (10°) (%) (ms) (10°) (%) (ns) (107) %)

7

20.0 375 190 274  6.38 80.8 4.38 0.85 173 1.50
40.0 3.68 190 274 6.52 83.6 4.69 0.66 145 1.50
80.0 576 290 274 6.80 87.5 5.75 0.35 950 1.50
1200 485 2.60 2.60 6.53 81.5 5.21 0.63 159 140
180.0 697 3.70 2.60 6.59 84.3 6.20 0.39 11.9 1.40
2600 871 480 250 645 81.6 6.46 0.41 13.6 140
340.0 1025 570 242 641 78.6 6.39 0.48 157 140
500.0 14.78 840 238 6.15 75.9 7.27 0.41 156 1.40
660.0 18.50 10.7 236 592 73.4 7.78 0.38 159 1.40
820.0 1897 10.8 231 5.81 69.8 7.75 0.48 19.4 140
820.0* 1630 9.0 236 5.56 66.4 8.24 0.59 247  1.20

A partir da analise individual ndo foi possivel encontrar um conjunto Gnico
de tempos 7y, T; € T2 ao longo de toda a faixa de concentragdo de membrana. A
amplitude relativa associada ao 1o mantido fixo em 0.1 ns, aumentou em torno de
10% na faixa de 20 pg/ml a 820 pg/ml de membrana.

Para t;, temos uma diminuicio de 2.74 ns para 2.31 ns com uma amplitude
relativa diminuindo de 80.8 % para 69.8 % a medida que a concentracdo de
membrana vai aumentando. Estes valores limites correspondem aos tempos de
vida das espécies protonada e neutra da Dib, encontradas anteriormente. A medida
que concentragdo de membrana aumenta e, portanto, mais moléculas do
anestésico se incorporam a membrana, o tempo de vida diminui. Isto sugere que o
tempo de vida da Dib incorporada a membrana € menor.

Para 1,, temos um aumento de 4.38 ns para 7.75 ns com uma amplitude
relativa aumentando de 17.3 % para 19.4 %. Os parametros encontrados para a
medida realizada com polarizacdo HV (ultima linha da Tabela 8.2) diferem muito
pouco dos valores encontrados para a medida sem polariza¢dao. Assim, ndo vimos

necessidade de realizar todas as medidas de fluorescéncia resolvida do tempo com
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polarizagdo. Abaixo, os resultados dos ajustes realizados a partir da andlise
individual, considerando um modelo de trés exponenciais, para solucdes de

membrana pura em duas concentragdes, sem polarizacdo e com polarizagao HV.

Tabela 8.3 - Resultados da analise individual tri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia da membrana pura em solucdo aquosa sem polarizagdo e com

polarizagdo HV (*), obtidos com [ fixo em 0.1ns.

[M] (2) f0 71 a fl (%] o2 f2
ug/ml  (10°) (%)  (ns) (107) %) (ms)  (107) %)

7

20.0 6.56 30.64 1.86 0.31 24.72 8.61 0.12 446 1.08

40.0 334 30.62 1.86 1.40 21.71 8.40 0.68 47.6 1.16

40.0*  46.7 2920 2.01 1.82 21.01 8.77 099 49.7 1.20

Os resultados obtidos mostram dois tempos, 7; em torno de 2 ns com uma
amplitude relativa em torno de 23 % e 1, em torno de 9 ns com uma amplitude
relativa em torno de 50 %. Nota-se que T, corresponde ao valor de 1, obtido na
ultima medida da Tabela 8.2, sugerindo que este estd associado @ membrana.

Com o objetivo de fixar um conjunto Unico de tempos de vida que
descreva o nosso sistema optou-se por realizar a analise global — Tabela 8.4. A
inspec¢do dos parametros obtidos pela analise individual (Tabelas 8.2 e 8.3) nos
indica um modelo quatro exponenciais para o nosso sistema. Neste modelo 7
estaria associado ao espalhamento da luz de excitagdo, 7; a dibucaina incorporada
a membrana, 1, a dibucaina protonada em solugdo e 73 a membrana pura.

A partir da analise global encontramos um conjunto tnico de tempos Ty, T,
T, € T3 a0 longo de toda a faixa de concentragio de membrana com um x> médio
de 1.3. A amplitude relativa do espalhamento, fj, aumentou 5 % na faixa de 20
ug/ml a 340 ug/ml de membrana. Para t;, obtivemos um valor de 1.78 ns com
uma amplitude relativa aumentando de 11.5 % para 29.3 %. Para t,, obtivemos
um valor de 3.14 ns com uma amplitude relativa diminuindo de 86.6 % para 63.3

%. Para 13, obtivemos um valor de 13.3 ns com uma amplitude relativa

aumentando de 0.06 % para 0.46 %.
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Tabela 8.4 - Resultados da analise global quadri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia da Dib (10 [1M) para titulagdo com membrana na faixa de 20 [ig/ml a
340 [Ig/ml.

7o (nS) 11 (ns) T, (ns) T3 (ns) X
0.11 1.78 3.14 13.3 1.3
[M] a Jo a; fi o /2 as /3 X

ug/ml  (10°) (%) (10°) (%) (107 (%) (107) (%)
20 3.36 1.8 1.39 11.5 5.91 86.6 1.38 0.06 1.40
40 4.33 2.3 1.50 12.6 5.73 85.0 1.92 0.09 1.40
80 6.60 3.7 1.83 15.5 5.39 80.8 297 0.14 1.40
120 1.00 0.6 230 204 5.03 78.8 432  0.21 1.40
180 3.45 1.9 2.69 24,6 4.53 73.1 5.68 0.29 1.30
260 6.31 3.7 3.01 285 4.03 67.3 7.31 0.38 1.20
340 11.63 6.8 3.09 293 3.78 63.3 8.78  0.46 1.20

Nota-se que os valores encontrados para 1, € T3 sdo os mesmos dos valores
encontrados no Capitulo 5 para as espécies neutra e protonada da Dib, sugerindo
tempos de vida semelhantes entre moléculas neutra e incorporada a membrana. As
amplitudes relativas f; e f; nos informam que houve uma incorporacdo em torno
de 20% da dibucaina na membrana para a concentragdo de 340 pg/ml. Este
resultado nos fornece uma constante de associagdo, ky, de 0.55 Xx 10° M,
compativel com o resultado apresentado na Tabela 8.1.

Mondal, Chakrabarti e Basak (Mondal et al., 2003) realizaram medidas de
fluorescéncia resolvida no tempo modelo de membrana constituido por micelas
reversas de AOT - (sodium bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate/ dgua/ isooctano).
Através de um modelo de ajuste de duas exponenciais os autores determinaram
dois tempos de vida médios para a dibucaina em solugdo aquosa e em micelas. Em
agua os tempos médios foram de 3 ns e Ins, com amplitudes relativas de 80 % e

20 %, respectivamente. Em micelas, com a razdo entre as concentragdes de agua e

micelas, w, =[H,0]/[AO0T], variando de 2 a 50 vezes, ambas as componentes

diminuiram para 2.6 ns e 0.8 ns, mantendo as mesmas amplitudes relativas. Os

autores observaram ainda uma diferenca entre o comportamento da fluorescéncia
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da Dib e da TTC em agua e em micelas. O rendimento quantico da Dib em
micelas ¢ 40 %-70 % menor do que em agua, enquanto que o da TTC ¢ de 30 a

100 vezes maior.

Tabela 8.5 — Tempos de vida médios de fluorescéncia (Mondal et al., 2003) da Dib

(10M) e TTC (4 (M) em solugdo aquosa (pH = 6.5) e em micelas,
w, =[H20]/[AOT].

MEIO <’CDIB> <’CTTC>
Micelas, wy =2 2.1 1.25
Agua 2.7 <0.02

Nota-se que os valores dos tempos médios encontrados pelos autores para a
dibucaina estdo proximos dos valores de t; e T, obtidos em nossas analises. A
passagem do anestésico através da membrana citoplasmatica ¢ uma condi¢do para
a acdo anestésica. De fato, nossas medidas demonstram a natureza anfipatica
destas moléculas. Apesar de sua semelhanga estrutural e funcional, a interagdo das
formas catidnicas com fragmentos de membrana provocou decréscimo do
rendimento quantico da Dib e forte aumento do da TTC. O tempo de vida de
fluorescéncia da Dib diminuiu enquanto o da TTC aumentou. Essas propriedades
serdo utilizadas para sondar a interagdo dos anestésicos com a enzima inserida na
membrana através de transferéncia ressonante de energia ou supressdao entre os
residuos de triptofano e o anestésico. As medidas realizadas com as amostras da
TTC ndo forneceram resultados satisfatorios. A TTC possui um tempo de vida
muito curto (Tabela 8.5) em solug@o aquosa (<0.02 ns), de modo que nao pdde ser

medido com o equipamento.
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8.4
Supressao de fluorescéncia e transferéncia de energia - interacao da

Dib com residuos de triptofano em membrana

8.4.1

Fluorescéncia Estacionéaria

Solugdes aquosas de Na,K-ATPase (4.2 mg/ml em proteina, atividade 4
u/mg), em pH 7.4 (tampao TRIS), com concentracdo fixa em 28 pg/ml (20
ul/3ml), foram tituladas com Dib em concentragdes crescentes na faixa de 1uM a
37 uM. Com o objetivo de analisar a ocorréncia de transferéncia de energia de
residuos de triptofano para a Dib e/ou da supressdo de fluorescéncia de triptofano
por Dib, espectros de fluorescéncia estacionaria foram registrados para estas

solucdes. Os resultados aparecem na Fig. 8.11.

tampao

— 2,4x10° - Na,K-ATPase
©
2 //\\ [dib] uM
© . / \ 1
E 1,8x10° - / \ 3

/ \ 5
? ] /)~ \
o / / \ 7
o 6 / 9

1,2x10" / \

2 X / / \ 13
3 trp] ~4uM )/ /o \ — 17
) P /) AN \ —23
§ 6,0x10° - ——29
c ~
2 —
£

0,0 -
T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500
comprimento de onda (nm)

Figura 8.11 — Espectros de fluorescéncia de Na,K-ATPase (28 ug/ml, [trp] ~ 4 uM)
titulada com Dib na faixa de concentracdo de 1 uM a 37 uM (pH 7.4). Excitacdo em
283 nm. Os picos em 330 e 405 nm correspondem aos residuos de triptofano e a Dib,

respectivamente.

Como podemos observar na Fig. 8.11 houve uma significativa diminui¢ao
na intensidade de fluorescéncia do triptofano a medida que a concentragdo da Dib
foi aumentando. Por outro lado, podemos observar um aumento na intensidade da
fluorescéncia da Dib em fung¢do da concentracdo. Contudo, dado que a intensidade

de fluorescéncia € proporcional a intensidade da luz de excitacdo, efeitos de filtro
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interno deverdo ser considerados na analise. Tais efeitos podem provocar uma
diminuicdo na intensidade da luz de excitacio ou uma diminuicdo da
fluorescéncia observada devido a absorcdo da luz emitida pela amostra. A
importancia relativa de cada processo depende da densidade Otica da amostra nos
comprimentos de onda de excitagdo e emissao.

O efeito de filtro interno devido a absorc¢ao da luz pela Dib pode diminuir a
intensidade de fluorescéncia aparente e, portanto, distorcer os dados obtidos. Com
0 objetivo de corrigir as medidas da Fig. 8.11, fizemos uso da Eq. 5.4. Os
resultados da corre¢do e a comparagdo com os espectros da Dib pura nas mesmas

condig¢des de excitacao e concentracdo sao apresentados na Fig. 8.12.

— Na,K-ATPase

—_ uM
@ 2,4x10° 1
2 3
g 5
S 1,8x10° 7
3] 9
[}

[ 13
o

2 1,2x10° ;;
[}

° 29
S 6,0x10° 37
k)

(2]

C

2

= 0,0

300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 8.12 — Espectros de fluorescéncia de Na,K-ATPase (28 ug/ml, [trp] ~ 4 uM)
titulada com Dib na faixa de concentracao de 1 yM a 37 uM (pH 7.4), depois da corregcao
do efeito de filtro interno (linhas continuas). Espectros de fluorescéncia da Dib pura nas

mesmas condigdes (linhas tracejadas). Excitagdo em 283 nm.

Como podemos observar na Fig. 8.12, a intensidade de fluorescéncia do
triptofano vai diminuindo com o aumento de concentracdo da Dib, indicando
supressdo. Essa supressdo pode ser causada por choques, supressao dindmica, ou
por formag¢do de complexo, supressdo estitica. Para estes dois processos
denominamos de supressdo propriamente dita. Outro ponto a ressaltar, ¢ a bem
conhecida capacidade de grupos amina de atuar como supressores. Por outro lado,
como o espectro de emissao do triptofano se sobrepde ao de absor¢ao da Dib (pico
em 330 nm), devemos considerar a possibilidade de transferéncia de energia, que

também provoca a diminuicao da fluorescéncia do doador. A fluorescéncia da Dib
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(pico em 405 nm) pode ter uma contribui¢ao da excitacao direta (283 nm) e outra
devido a transferéncia de energia. Para separar essas duas contribuicdes,
obtivemos a fluorescéncia de Dib pura, excitando em 283 nm. Os resultados
aparecem como linhas tracejadas na Fig. 8.12.

Comparando as linhas continuas e tracejadas, constata-se uma diferenca
entre os espectros da Dib pura e desta interagindo com a membrana nas mesmas
condigdes. Em toda a faixa de concentragdo, os espectros em membrana
apresentaram um aumento na intensidade e um deslocamento para o azul, devido a
incorporacdo a membrana. Contudo, ndo fica claro se o aumento de intensidade ¢
devido a transferéncia de energia de triptofano para a Dib ou se ¢ simplesmente
uma conseqiiéncia de alteragdo de vizinhanga. Com o objetivo de analisar esta
alteracdo, espectros de fluorescéncia foram registrados para as mesmas solucoes,
mas com a excitacdo em 330 nm, na qual ndo ha possibilidade de transferéncia de
energia. Os resultados aparecem na Fig. 8.13. Portanto, como podemos observar,
apesar de ndo haver a possibilidade de transferéncia de energia, em toda a faixa de
concentragdo os espectros da Dib em membrana apresentaram o aumento na
intensidade de fluorescéncia e o deslocamento para o azul. Por exemplo, para a
[Dib] = 17 uM, tal deslocamento ficou em torno de 4 nm para ambas as medidas.
Com o intuito de comparar a diferenga entre as intensidades de fluorescéncia
observadas nas Figs. 8.12 e 8.13, fizemos os graficos da fluorescéncia em 440 nm
em fun¢do da concentragdo de Dib, usando a [Dib] = 17 uM para normalizar as

intensidades. O resultado aparece na Fig. 8.14.
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Figura 8.13 - Espectros de fluorescéncia de Na,K-ATPase (28 ug/ml, [trp] ~ 4 uM)
titulada com Dib na faixa de concentragdo de 1 yM a 17 uM, (pH 7.4). Espectros de
fluorescéncia da Dib pura nas mesmas condi¢des (linhas tracejadas). Excitagdo em 330

nm.
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Figura 8.14 - Intensidade de fluorescéncia da Dib em 440 nm (F440 nm) €m funcéo da
concentracdo. W - F440 nm pura com excitagdo em 283nm. ® - Fy40 ,n» €m membrana com

excitagcdo em 283nm. O - F nm pura com excitagcdo em 330 nm. O - Fgy nm €M

membrana com excitacdo em 330 nm.

Como podemos observar na Fig. 8.14, a fluorescéncia da Dib com excitacdo
em 283 nm e em 330 nm apresentou comportamento semelhante, demonstrando
que a transferéncia de energia dos residuos de triptofano para as moléculas de Dib
nao ¢ apreciavel. Deste modo, podemos concluir que o aumento na intensidade de
fluorescéncia da Dib em membrana se deve apenas a alteragdo da vizinhanca. Ja a
diminui¢do da intensidade de fluorescéncia do triptofano se deve a supressdo

propriamente dita, causada pela a Dib.
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8.4.2
Acessibilidade dos residuos de triptofano — equacdo de Stern -

Volmer modificada

A proteina Na,K-ATPase possui em torno de 23 residuos de triptofano
distribuidos em diferentes regides. Cada residuo ou conjunto de residuos pode ter
uma acessibilidade distinta ao supressor - que em nosso caso ¢ a Dib. Para este
caso, temos que a equacdo de Stern-Volmer apresentard uma forma modificada,
devido a diferencga de acessibilidade dos residuos. O uso da supressdo como forma
de andlise de acessibilidade dos residuos de triptofano em proteinas ¢ muito
comum. Neste sentido, supdem-se duas populagdes de fluordforos, uma composta
pelos residuos acessiveis e outra pelos residuos nao acessiveis. Para este sistema
temos que a fluorescéncia total na auséncia do supressor (Fo) ¢ dada pela 5.23.
Nota-se que esta forma modificada da equagdo de Stern-Volmer nos permite

determinar a capacidade de supressdo dada por K, e as fragdes dos residuos de
triptofano acessiveis e inacessiveis, dadas por f, e 1— f,. Basta, para isso, ajustar
a curva de (£, —F) em fungdo da concentracdo de supressor, assumindo que
f, =F,,/F, . O resultado aparece na Fig. 8.15. De acordo com o ajuste, podemos

concluir que cerca de 90% dos residuos de triptofano estdo acessiveis a dibucaina
e que a constante de Stern-Volmer é 7.2 x 10* M™'. Comparando este valor com os
valores encontrados para a constante de associagdo nas figuras 8.8 e 8.9,
observamos que a constante de Stern-Volmer ¢ de uma a duas ordens de grandeza

maior que a constante de associa¢do da Dib & membrana.
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Figura 8.15 — Variagéo da fluorescéncia em 330 nm (F, — F) em fungao da concentragao
da Dib. A curva continua é o ajuste da equacgao (5.23) aos dados experimentais. Com os
parametros f,= 0.91 e K,=7.2 x 10*M™.

8.4.3

Fluorescéncia Resolvida no Tempo

Suspensdes de Na,K-ATPase em membrana, em pH 7.4, com concentragao
fixa de 28ug/ml em proteina, foram tituladas com Dib em concentragdes
crescentes na faixa de 1uM a 37 uM. Curvas de decaimento de fluorescéncia
foram registradas para membrana pura, Dib pura e membrana titulada com Dib.
As curvas de decaimento de fluorescéncia de triptofano (excitacdo em 283 nm)
com emissdo em quatro comprimentos de onda distintos para suspensdo de
membrana pura aparecem na Fig. 8.16 e os ajustes nas Tabelas 8.6 ¢ 8.7.

Os resultados para as amplitudes relativas (f;) das Tabelas 8.6 ¢ 8.7 indicam
que em 320 nm, comprimento de onda associado ao interior hidrofobico da
membrana, existe predominancia de tempos de vida t; e 12, em torno de 0.8 e
3.0 ns, respectivamente. Ja4 em 365 nm, comprimento de onda associado a regiao
hidrofilica da proteina, existe predominancia dos tempos de vida 1, e T3, em torno

de 3.0 e 7.5 ns, respectivamente.
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decaimento de fluorescéncia do Triptofano (excitagdo em

283 nm) de Na,K-ATPase em membrana, com emissdo em quatro comprimentos de

onda distintos.

Tabela 8.6 - Resultados da analise global tri-exponencial das curvas de decaimento de

fluorescéncia do triptofano em membrana com excitagdo em 283 nm e emissdo em

comprimentos de onda distintos.

71 (ns) T, (nS) T3 (ns) X
0.70 2.85 7.33 1.3
ﬂv emissdao a ﬁ (2% ﬁ as ﬁ ZZ

(nm) — (10°) (%) (10°) (%) (10°) (%)
320 6.81 277 3.18 52.9 0.45 19.3 1.50
333 592 220 320 485 0.75 29.5 1.20
350 5.09 16.1 3.02 389 1.36 45.0 0.90
365 416 12.0 3.00 353 1.74 52.7 1.40
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Tabela 8.7 - Resultados da anadlise global tetra-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia do triptofano em membrana com excitacdo em 283 nm e emissdo em

quatro comprimentos de onda distintos.

(27} 0 a; 1 (0% 2 a3 3
(NM)  (10°) (%) (10°) (%) (107 (%)  (107) (%)

7 (ns) 77 (ns) 75 (ns) T3 (ns) Vs
0.11 0.92 3.21 759 1.04
A f fi f: f; X

320 10.6 6.2 529 283 2.66 49.7 036 158 0.99
333 8.48 4.5 481 235 2.72 46.4 0.64 256 1.09
350 6.93 3.1 427 1777  2.63 38.0 120  41.0 0.95
365 4.47 1.8 388 147 2.6l 34.6 1.56 489 1.12

As curvas de decaimento de fluorescéncia do triptofano, com a excitacdo em
283 nm e emissdo em 330 nm, para as solugdes de membrana em concentragdo
fixa de 28 pg/ml tituladas com Dib em concentragdes crescentes na faixa de 1 uM

a 37 uM aparecem na Fig. 8.17 e os pardmetros dos ajustes com trés exponenciais,

nas Tabelas 8.8 € 8.9.

led

10° 3 [dib] (uM)

10° 3

numero de fétons

10° . T . i
10 20 30
tempo (ns)

Figura 8.17 — Curvas de decaimento de fluorescéncia do triptofano, com excitagdo em
283 nm e emissdo em 330 nm, para Na,K-ATPase em membrana, em concentragéo fixa
de 28 pg/ml ([trp]~4 uM), titulada com Dib em concentragdes crescentes na faixa de
1uMa 37 uM em pH 7.4.
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Tabela 8.8 — Resultados da analise individual tri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia, com excitacdo em 283 nm e emissdo em 330 nm, do sistema de

triptofanos da Na,K-ATPase em membrana titulada com Dib.

2

[Dib] (uM) 71 (ns) T, (ns) T3 (ns) X
1 0.68 2.61 6.68 1.20
3 0.72 2.73 7.25 1.21
5 0.57 2.40 6.86 1.15
7 0.57 2.40 6.99 1.26
9 0.56 2.15 6.34 1.25
13 0.41 1.82 5.71 1.23
17 0.33 1.57 5.12 1.33
23 0.30 1.62 5.38 1.34
29 0.36 1.85 5.84 1.23
37 0.27 1.60 5.30 1.31

Tabela 8.9 — Resultados da analise individual tri-exponencial das curvas de decaimento
de fluorescéncia, com excitagcdo em 283 nm e emissdo em 330 nm, do sistema de

triptofanos da Na,K-ATPase em membrana titulada com Dib.

[Dib] 7 fi % S 73 f3 7
M) aqg? (%) (107 (%) (107) (%)
1 3.92 12.7 3.82 47.5 1.25 39.7 1.20
3 492 18.5 3.66 51.7 0.79 29.8 1.21
5 5.48 16.9 3.95 51.3 0.85 31.8 1.15
7
9

589  19.0 3.81 51.6 0.74 293 1.26

588 189  3.85 47.8 090 332 1.25
13 699 17.8  4.06 45.43 1.05 368 1.23
17 795 16.1 4.32 42.21 1.31 417 1.33
23 982 18.8  4.05 4248 1.11 38.64 1.34
29 9.62 225 3.62 4346 090 34.01 1.23
37 12.15 213 3.86 41.14 1.06 37.57 1.31

A Fig. 8.18, abaixo, apresenta o grafico dos tempos de vida t;, 7, € T3 em
fungdo da concentragdo de Dib. Como podemos observar, ha uma tendéncia de
diminui¢do para todos os trés tempos de vida t;, T, € T3. Isto sugere que a
supressao de fluorescéncia observada na Fig. 8.12 ¢ dinamica, ou colisional. Com

0 objetivo de comparar, mesmo que em ordem de grandeza, a constante de
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supressao da fluorescéncia estacionaria (Fig. 8.15) com a constante de supressao
obtida através da fluorescéncia resolvida no tempo, fizemos uso da equagdo de
Stern-Volmer (Eq. 2.27) considerando os tempos de vida na auséncia e na

presenga do supressor. O resultado aparece na Fig. 8.19.
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Figura 8.18 — Tempos de vida de fluorescéncia da Tabela 8.8 em funcdo da

concentragéo de Dib.
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Figura 8.19 — Frag&o entre os tempos de vida de fluorescéncia, To/T, em fungédo da

concentracao de Dib. A linha em vermelho € o ajuste linear aos dados experimentais

para se obter o valor da constante de supressdo em ordem de grandeza.

O valor aproximado para a constante de supressdo dindmica (coeficiente
angular da reta na Fig. 8.19) foi de K, = 4.3 % 10* M, 0 que é compativel, em
ordem de grandeza, com o valor encontrado no ajuste realizado nos resultados de

fluorescéncia estacionaria, na Fig. 8.15, K, = 7.2 x 10°M™.
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