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6.
Interagoes das fenotiazinas com os fragmentos de
membranas Na*, K* - ATPase

Os detalhes dos mecanismos moleculares da ag¢do dos anestésicos estdao
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 conformacdo subsequentemente alterada
determina a acdo dos anestésicos (Ioffe et al., 2007).

Tem-se observado que a atividade de muitas proteinas periféricas e
intrinsecas (integrais) de membranas depende da composi¢do 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 ac¢do indireta das drogas sobre as proteinas via perturbagdes da
bicamada de lipidios. As perturbag¢des incluem separacao de fase, mudanga no
parametro de ordem, curvatura, pressao lateral, etc. (Ioffe et al., 2007; Cantor,
1997; Urban, 2002; Eckenhoff, 1998).

Hendrich et al. (2003), através de calculos tedricos dos coeficientes de
parti¢cdo octanol / 4gua, acharam que a hidrofobicidade das fenotiazinas depende
do grupo substituinte na posicdo 2 do anel heterociclico, sendo que a
hidroféobicidade cresce na seguinte ordem H— < Cl- < CF;—. De acordo com os
calculos dos coeficientes de particdo os fenotiazinicos devem se intercalar entre os
lipidios das bicamadas. Isso estd 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 mudancas na fluidez e permeabilidade da membrana (Hueck et al,

2000; Ioffe et al, 2007).
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Neste trabalho estudamos os efeitos estruturais das fenotiazinas nas fragdes
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.

6.1.
Resultados da interacdo de CPZ com membranas - Na*, K* - ATPase

Os espectros de excitacdo 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 emissao (excitagdo em 352 nm) e excitagdo (emissao
425 nm) de DPH (1,3 pM) em metanol (cubeta 3 ml).

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

incubagao de 3 horas.
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6.1.1.
Supressao da intensidade de fluorescéncia

A supressao de fluorescéncia pode ser dindmica ou estatica. Se a distancia
entre a sonda fluorescente e o supressor ¢ constante, a supressao € estatica. A
supressao dindmica (ou colisional) depende da difusdo. Para analisar a supressao
empregam-se curvas de Stern — Volmer, dependéncia de Fy/F (razdo entre
fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor), em fun¢do da concentragio
do supressor (CPZ, no caso).

O espectro de emissdo 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¢do de DPH, indicando que a supressdo ndo ¢ devida a
transferéncia ressonante de energia. A Fig. 6.2 B mostra o grafico de Stern-
Volmer para supressdo da fluorescéncia de DPH por CPZ a temperatura ambiente
de 25°C. A reta representa o ajuste por minimos quadrados usando a equacdo de
Stern-Volmer, cuja constante aparente de supressdo, Kgy, apresentou o valor de

3,10 x 10* ML,

[CPZ], uM Stern - Volmer:
A 44 B FolF = A+ K, [Q]

Kgy  0.0310 + 0.0003
A 1.01 £ 0.01

Intensidade fluorescéncia, ua

0t O——TF——T7—7—
400 450 500 0 20 40 60 80
Comprimento de onda, nm [CPZ], uM
Figura 6.2. (A) Espectros de emissdo da DPH em membrana - Na+, K+-ATPase a

diferentes concentragdes de CPZ. (B) Grafico de Stern - Volmer para a supressao da
fluorescéncia de DPH. A analise da supressao foi feita no pico de emissao em 426 nm

(excitagdo em 352 nm). A concentracdo de DPH é de 2,4 uM.
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O grafico linear de Stern - Volmer nos indica que as moléculas de DPH sdo
igualmente accessiveis ao supressor. A supressdo de fluorescéncia de DPH por
CPZ pode resultar da formacao 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 sera mostrado na se¢do 6.1.2.

Para interpretar a supressdo observada € necessario levar em conta a
concentracdo de CPZ na membrana e na fase aquosa, considerando o coeficiente
de particdo (Lakowicz, 2006). O coeficiente de particio ¢ dado pela seguinte
expressao:

»_lcPz),

= 6.1
[CPZ],

onde [CPZ],, ¢ a concentragdo de CPZ na membrana e [CPZ],, a concentragdo de

CPZ na agua.
A concentragdo total de CPZ ([CPZ]t) ¢ dada por:
(CPZ],V, =[CPZ],V,k +[CPZ]V, 6.2

onde V, e V, representam o volume das fases membranar e aquosa,

respectivamente. Definindo a fra¢dao de volume da fase membranar como:

_V,
o, = %T 6.3

Obtém-se a concentracdo de CPZ na fase membranar a partir das equagdes
6.1,6.2¢6.3:

P[CPZ],
Pa,+(1-«,)

6.4

[CPZ], =

O volume da suspensio de membrana usada nesta experiéncia foi de
18,0 ul, com concentragdo de 4 mg/ml, o que corresponde a um volume de
membrana de 7,2 x 107> pl, se considerarmos que a densidade da membrana &
aproximadamente igual a da 4gua. O volume total de dgua foi 1,25 ml. Isto nos da
om = 5,8 x 107. O valor do coeficiente de parti¢io da CPZ em vesiculas de DPPC
(dipalmitoil fosfatidilcolina) ¢ 8,0 x 10* segundo Parry et al. (2007). Conhecendo
am € P, podemos obter a [CPZ],, para cada concentragdo total de CPZ, da equagdo
6.4, [CPZ],, = 1,4 x 10* [CPZ]r. Isto indica que a CPZ fica bem mais concentrada

dentro fase lipidica.
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Para corrigir a equagdo de Stern-Volmer, a [CPZ]r ¢ substituida pela
concentragdo de CPZ na fase membranar [CPZ],,, ficando esta equagdo como:

Fy _,, Ky PICPZ],

6.5
F Pa, +(1-a,)

ou:

% =1+1,4x10* - Kg, -[CPZ]; 6.6

Disto podemos ver que a constante aparente de Stern-Volmer ¢ da ordem de
10* Kgy. Entdo a Kgy corrigida por efeito do particionamento da CPZ entre a fase

. -1
membranar e aquosa, ficaria com um valor bem menor, da ordem de M.

6.1.2.
Tempos de vida de fluorescéncia de DPH

Com a finalidade de determinar a natureza da supressdo (estitica ou
dindmica) de fluorescéncia da DPH por CPZ, realizamos medidas de decaimento

de fluorescéncia em diferentes concentragoes de CPZ (Fig. 6.3).

10000
E [CPZ], uM

—— lampada

—0

1000

z

<, 1004
[e] 3
-

1
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo, ns
Figura 6.3. Curvas de decaimento da intensidade de fluorescéncia da DPH -

membrana - Na+, K+ - ATPase a diferentes concentragdes de CPZ. [DPH] = 2,4 uM,
concentracao de proteina na membrana 60 y/ml. A curva preta é o perfil de emissao do
LED de 372 nm. Emissao em 427 nm.

Na Fig. 6.3 observa-se que o decaimento da fluorescéncia de DPH ¢

modificado pela CPZ. A primeira vista, em tempos mais longos, as curvas de
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decaimento mantém a mesma inclinagdo. Isto indica a existéncia de uma
componente com tempo de vida quase igual em todas as concentragdes de CPZ.

A analise dos decaimentos foi feita utilizando o modelo de multiplas
exponenciais. A fracao de fétons associados a um determinado tempo de vida T
(determinada espécie) € representada por f;. Para trés exponenciais, os valores de
y* foram adequados (0.8< y* <1.2), mas observou-se que apenas dois tempos de
vida tinham contribuigdes relevantes. O menor tempo de vida (t ~ 0,5 - 0,8 ns)
correspondeu a menor fracdo de fotons ( ~ 1,8-14%) e pode ser uma
contribuicdo das moléculas de CPZ na fase aquosa (CPZ em solucdo 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 contribui¢do 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 concentragdes de CPZ. Tempo médio de decaimento,

(r)= Z‘f,r[

L?VIPZ] 71(ns) f1 % 12(ns) f2 % <t>(ns) ;(2

0 54 12 11,5 88 10,8 1,10
5 54 15 11,1 85 10,3 1,14
10 54 19 11,1 81 10,0 1,06
20 4.8 21 11,1 79 9,8 1,16
40 4.1 18 11,0 82 9,8 1,05
80 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 ¢ 2.3 ns)
Eles associaram a componente com menor tempo de vida a populacdo de DPH
localizada na interface membrana-agua ¢ a de maior tempo de vida a populagio
em regido mais hidrofobica. Isso estava de acordo com resultados de transferéncia
de energia e resultados prévios de difragdo de néutrons. Sugerimos entdo que as
fragdes f; e f> da Tabela 6.1 estejam relacionadas a duas populagdes de moléculas

de DPH localizadas em diferentes regides da membrana: na interface lipidio-agua
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e no interior, respectivamente. E razoavel esperar que a maior populagio de DPH
(molécula hidrofobica) procure regides de menor polaridade, como o nucleo da
membrana, o que estd de acordo com a maior fragao 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, />, em comparagdo com
a componente, f7, 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 - 9 ns. A Tabela 6.1, também mostra o tempo de vida médio para cada
concentracdo de CPZ, que ndo muda de forma significativa, de 10,8 a 9,7 ns. O
valor do tempo de vida, em auséncia de CPZ estd 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 € 9,8 ns.

4.0
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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 supressao da CPZ.

A Fig. 6.4 mostra graficos de Stern-Volmer para a intensidade de
fluorescéncia (F,/F) e para o tempo de vida (t,/t) de DPH em membrana tratada
com CPZ. Numa supressdo dinamica, a intensidade de fluorescéncia e o tempo de
vida diminuem na mesma propor¢ao. 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 10*M™)
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sem modificar significativamente o tempo de vida médio, indicando supressao
estatica.

Sabemos (Konopasek et al., 1998) que em solventes orginicos os dois
tempos de vida de DPH s3ao maiores quanto menor for a constante dielétrica do
solvente. Sabendo que o valor da constante dielétrica decai de € = 70 na superficie
a € =5 no ndcleo 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
regido de membrana perto da superficie € aumentaria um pouco mais a populagdo

de moléculas perto da superficie em condigdes polares e com tempo de vida curto.

6.1.3.
Anisotropia - fluorescéncia estacionaria

DPH ¢ uma molécula assimétrica que sofre rotacdo anisotropica 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 ¢ 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 funcdo do comprimento de onda. Observa-se que em menores comprimentos
de onda (perto da luz de excitacdo) os valores de anisotropia sdo maiores,
ocasionados principalmente pelo espalhamento devido aos fragmentos de
membrana. De fato, amostras bioldgicas como as suspensdes 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.
A luz espalhada vai ser altamente polarizada quando a luz incidente é polarizada,
chegando a aumentar o valor da anisotropia. Em menor grau, a formagdo de

agregados de CPZ em concentragao alta possivelmente contribui ao espalhamento.
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A Fig. 6.5 B, mostra a variagdo da anisotropia em fun¢do 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 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 ¢
um efeito de condensacdo da droga na parte hidrofobica da bicamada lipidica.
Uma possivel explicagdo desse efeito ¢ que os anéis da molécula de CPZ (parte
triciclica), localizados na parte hidrofébica da membrana, fazem ficar mais rigidas
as caudas das moléculas lipidicas. Isto causaria uma reducdo na mobilidade
aumentando o empacotamento dos lipidios. Essa alteracdo na propriedade da

membrana traz como consequéncia restricdes na rotacdo de DPH dentro da

membrana.
Membrana-Na®, K-ATPAse (porco): 60 ug/ml
DPH ~ 2.4 uM (agitagdo 3 horas)
0,4
0,3 -
/.
w-u—"
< 0,2 m™
[CPZ], uM
T —0
—5
0,1 10 0,1
—20
_ 0 _
A ——80 B
0,0 47— 00 4——7F——T—7—
400 450 500 0 20 40 60 80
Comprimento de onda, nm [CPZ], uM
Figura 6.5. Anisotropia de Fluorescéncia estacionaria da DPH - membrana - Na+,

K+ - ATPase ([DPH] = 2,4 uM) em fung&o 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
excitagcao € em 352 nm.
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6.2.
Interagdo de TFP com membranas - Na*, K* - ATPase

6.2.1.
Supressao da intensidade da fluorescéncia

A Fig. 6.7 mostra o grafico de Stern— Volmer para a supressdo de
fluorescéncia de DPH em membrana — Na',K'-ATPase por TFP. Da curva
ajustada (curva vermelha) obteve-se para Kgy o valor de 3,8 x 10* M, constante
de supressdo aparente maior que a de CPZ. Parece que a TFP ingressa mais

facilmente que a CPZ na regido hidrofobica da membrana.

4 -  Stemn-Volmer: Fo/F = A +Kg, [Q] -

Fo/F
N
1

1 Kg,  =0.038 £0.002 (uM)"

A

=1.07

+ 0.06

0 20

T
40

T
60

80

[TPZ], uM

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 excitagdo das

amostras em 352 nm.

6.2.2.
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 inclinagdo, ou seja, com um mesmo tempo de vida. Vimos na se¢do
anterior que TFP tem constante de supressdo 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. Concentragao de proteina = 60 ug/ml. A

emissio foi medida em 427 nm.

A Tabela 6.2 mostra o resultado de andlises dos decaimentos da Fig. 6.7
usando o modelo de duas exponenciais, sem levar em conta o perfil da lampada de
excitagdo, como com CPZ, considerando tempos a partir dos quais a contribuigdo
da lampada era menor do que dez fotons. 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 contribuigdes de tempos de vida DPH. Aqui, a contribuigo
de moléculas de DPH localizadas perto da interface membrana — dgua (menor
componente) praticamente dobrou em relagdo ao resultado da Tabela 6.1. No
entanto, na presenca de TFP, obteve-se 0 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.

A Tabela 6.2 também mostra o tempo de vida médio de DPH. Em média, o
tempo de vida da DPH na bicamada lipidica ¢ 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 populacdes 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
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11 ns. 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, <r> = fofi .

[:;IP] 71(ns) f1% T2 (ns) f, % <t>(ns) ;(2
0 7,6 38 12,1 62 10,5 1,22
6,4 32 11,2 68 9,7 1,14

10 4,9 27 9,8 73 8,5 0,92
20 4,5 35 9,5 65 7,7 1,13
40 3,8 38 9,4 62 7,3 1,13
80 3,2 35 10,0 65 7,6 1,10

A Fig. 6.8 mostra graficos de Stern-Volmer para a intensidade de
fluorescéncia (F,/F) e para os tempos de vida (t,/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 1, da DPH, vista também com a
CPZ, nos diz que a interagdo das fenotiazinas com DPH dentro das membranas -
Na’, K" - ATPase sdo principalmente produzidas por supressdo estatica. No

entanto, esse tipo de supressdo estd associado principalmente & componente 2,
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mais abundante. O tempo de vida da componente 1 ¢ mais afetado, indicando
possivelmente supressdo tanto estatica como dindmica. J4 que esta menor
componente ¢ 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 -

I - naftilamina (NPN) e de DPH por fenotiazinas em lipossomas de
fosfatidilserina, acharam que fenotiazinas com grupo CFs;— na posi¢do 2 suprimem
mais do que as que possuem Cl—nessa posicdo. Observaram que este efeito ¢
menos pronunciado em DPH. Esses resultados estio em concordancia com o
diferente grau de supressdo 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 ¢ uma sonda fluorescente que se localiza perto da interface apolar-
polar da bicamada lipidica e ¢ por isso 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
localizagcdo 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 intercalagdo de moléculas polares da fase aquosa na
membrana. Isto aumentaria a polaridade no microambiente superficial da
membrana causando diminuicdo no tempo de vida da menor componente

(Konopasek et al., 1998).

6.2.3.
Anisotropia - fluorescéncia estacionaria

A Fig. 6.9 apresenta a anisotropia de DPH em membrana-Na', K -
ATPase em fung¢do da concentragdo de TFP. A anisotropia de DPH em
membranas lipidicas ¢ um pouco aumentada com TFP, indicando diminui¢ao 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 concentragées 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¢do 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 s6 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 supressdo de TFP (e FPZ) indica maior alcance as
moléculas de DPH localizadas no nticleo 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
interagdes de Van der Waals entre a cadeia lateral e o subsequente na posi¢do 2.
Estas interacdes sdo mais favoraveis para fenotiazinas de grupo —CF3/piperazina

(TFP) que para as de grupo Cl/alkilamino (CPZ) (Albini and Fasani, 1998;
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Hendrich et al., 2003). Esta disposi¢do geométrica da estrutura da TFP poderia
desestruturar mais os lipidios na membrana.

Em pH fisiologico, CPZ e TFP podem estar em duas formas, protonada e
ndo protonada, presentes em diferentes porcentagens. Isto afeta o coeficiente de
particdo das moléculas e a formagdo de agregados. Caetano e Tabak (2000)
estudaram as caracteristicas de ligagdo da CPZ e TFP em micelas de SDS
(anionicas) usando espectroscopia de absor¢do e fluorescéncia O ambiente
lipidico da membrana pode alterar o estado de protonacao das moléculas. Além do
mais, as moléculas neutras penetram mais na membrana do que as carregadas.
Como o pK da CPZ ¢ 9,3 e o da TFP ¢ 7,0, em pH 7,0 ha mais moléculas neutras
de TFP do que de CPZ. Isso concorda com nossos resultados de supressdo da
fluorescéncia de DPH, que indicaram maior grau de supressdo 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 supressdo. Parece que a CPZ, em pH 7,0, se localiza
prioritariamente mais perto da interface lipidio-dgua que do nucleo da membrana.
Sua forma protonada, em maior quantidade, favoreceria esta localizacdo, ja que a
cadeia lateral carregada positivamente se posicionaria na vizinhanca das cabegas
polares dos fosfolipidios. Enquanto a TFP apresenta a forma predominante neutra,

o que facilita o ingresso no nucleo da membrana.

6.3.
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:

r(t)=(r,—r,)-exp(-t/t,)+r, 6.7
onde ry ¢ a anisotropia inicial, 7, é o tempo de correlagdo rotacional e 7, € o valor

assintotico de 7(¢) 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
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distribuicdo final de dipolos emissores deve ser anisotropica. Assim r, fornece
informagdo sobre a ordem estrutural nas membranas. A sonda DPH dentro da
membrana, ao orientar-se paralelamente as cadeias dos lipidios, detecta a ordem.
Entdo, podemos identificar a ordem da sonda com a ordem dos lipidios. Para o
caso do momento de dipolo de absor¢do e emissdo localizados ao longo do eixo
do fluoréforo, 7., pode ser escrito em fun¢do do quadrado do pardmetro 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 7.
analisar o efeito estrutural das fenotiazinas em membranas.

Em meios anisotropicos como a membrana lipidica, a anisotropia

estaciondria, rs, pode ser escrita em funcdo de 7, T e ., da seguinte maneira:

5=
re=—2—2+r, 6.8
l+7/7,

Na equagdo 6.8 o primeiro termo representa a contribuicao cinética € o
segundo a estrutural. A equagdo de Perrin (Eq. 3.29) ¢ obtida se a parte estrutural
ro € desprezivel. = Kawato et al. (1978), estudando as propriedades de
fluorescéncia de DPH em certas membranas, encontraram uma relagdo entre rg ¢

Y-, assumindo como valor médio t/ 7, = 8 para DPH na fase lipidica e ry) = 0,39

(Lackowicz, 2006):

r, =§rs —% 6.9

A equacdo 6.9 mostra que a ordem dos lipidios em membranas pode ser
analisada com boa aproximagdo das medidas de anisotropia de fluorescéncia

estacionaria.

6.3.1.
Efeitos das fenotiazinas no decaimento de anisotropia de DPH

A Fig. 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. Excitagdo em
372 nm e emissdo em 427 nm (Tampao Tris 10 mM pH 7,4; 1,8 mg/ml proteina; [DPH]

80uM; cubeta de 1 mm de espessura).

Da curva ajustada na Fig. 6.10 obtém-se r, = 0,16 e 7, = 1,4 ns. Estes
pardmetros sdo 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 para r, € 7, respectivamente.

A seguir mostraremos os resultados de medidas de 7(¢f) na presenca de
fenotiazinas. Os efeitos cinéticos e estruturais sao relacionados com os parametros
T, € o, respectivamente. A Figura 6.11, mostra 7(f) de DPH em membranas -
Na’, K" - ATPase tratadas com CPZ. Os valores de 7, € ry foram 1,0 ns e 0,20,
respectivamente. A anisotropia limite, r,, fica maior que a encontrada em
auséncia de CPZ, indicando aumento na ordem orientacional dos lipidios. J4 o
tempo de correlagdo rotacional 7, teve seu valor diminuido, sugerindo maior
mobilidade dos lipidios.

A Figura 6.12, mostra o decaimento de anisotropia de fluorescéncia de DPH
paramembranas tratadas com TFP 20 pM. Os valores para 7, e r, foram 0,68 ns e

0,26, respectivamente. Os parametros sdo 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 uM) tratada com CPZ 20 uM. Tampao Tris 10 mM pH 7.4 (cubeta

1 ml). Excitacdo em 352 nm e emissdo em 426 nm.
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Figura 6.12.  Anisotropia resolvida no tempo da DPH - membrana - Na+, K+ - ATPase
(DPH, 2,4 mM) para 20 uM de concentragédo de TFP. O tampé&o 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 medi¢des de anisotropia estacionaria, coincidiram com os resultados
para a anisotropia limite, obtidos das medi¢des resolvidas no tempo (Figs. 6.5 e
6.11; 6.9 e 6.12). Isto quer dizer que rg serve para analisar com boa aproximagao
os efeitos estruturais das fenotiazinas (Jahnig et al., 1979).

Os parametros rs e 7, 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 7.
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Em tempos da ordem 107 s, moléculas de lipidios podem também mover-se
por difusdo 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 a8 membrana. O parametro de ordem medido pela
anisotropia de fluorescéncia seria a média de todos esses pardmetros 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 7, indicando um incremento na ordem dos
lipidios. Por outro lado, observou-se diminuicdo no tempo de correlacdo
rotacional. O decrescimento de 7. indicaria diminui¢do da microviscosidade. O
grau de diminuicao de 7. depende da forma como interagem as fenotiazinas com a
bicamada lipidica. Da supressdo de fluorescéncia de DPH e tempos de vida
associados ao interior ou a superficie da membrana, a CPZ parece ndo afetar o
nucleo da membrana, enquanto a TFP parece afetar tanto o nucleo quanto a
superficie. O mecanismo exato de interagcdo das fenotiazinas com os lipidios, ou
com a estrutura lipidica, ainda ¢ incerto. Na superficie tanto a CPZ como a TFP
podem interagir por atragdo 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 protonacdo das
fenotiazinas CPZ e TFP dentro das membranas pode ser diferente para cada uma

(Caetano e Tabak, 2000).

6.3.2.
Anisotropia de fluorescéncia de DPH em membranas de crustaceo
normal e adaptado

As propriedades fisicas dos lipidios em membranas biologicas sdo sensiveis
as mudangas ambientais como consequéncia da adaptagdo das espécies. Foram
utilizados membranas de crusticeo 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).
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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). Excitagdo em 355 nm. A
analise foi feita utilizando a maxima emissao 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 estaciondria no crustaceo adaptado
diminui 30 % em relacdo ao crusticeo 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 crusticeo normal e de rim de
porco tenham o mesmo valor de anisotropia.

Medidas de anisotropia de fluorescéncia estacionaria em membranas - Na',
K" - ATPase de hepatocitos de peixe dourado Sparus auratus L. aclimatados a
17° C (Hernandez et al., 2002) resultaram em aumento de ordem ou diminui¢ao
de fluidez dos componentes lipidicos quando se baixa a temperatura de
aclimatacdo em d4gua até ~7° C. Esta compensacdo para preservar suas
propriedades fisicas, de fluidez, ordem ou outras, frente a distirbios térmicos foi
denominada adaptagdo homeoviscosa (Logue et al., 1995). Parece que o crusticeo
para adaptar-se no mar teve que baixar a ordem/aumentar a mobilidade dos

lipidios na membrana celular.
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