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4.
Materiais e Métodos

4.1
Materiais

A enzima Na*,K*-ATPase.

Como fonte da Na',K'-ATPase utilizou-se fragio de membranas ricas em
Na",K"-ATPase do 6rgo elétrico do peixe elétrico Electrophorus electricus (L.).
O orgao elétrico do E. electricus (L.) apresenta-se como um sistema apropriado
para o estudo bioquimico, biofisico e eletrofisiolégico de membranas, ja que
expressa proteinas homologas a outros tecidos excitaveis. A semelhanca do 6rgdo
elétrico com o tecido muscular possibilita estudar sistemas enzimaticos que
participam da transmissao neuromuscular (Gotter et al., 1998).

Os peixes elétricos foram obtidos do Museu Paraense Emilio Goeldi, em
Belém (PA). A fragdo P3, preparada segundo o método de Somld et al.(1987) no
Laboratorio de Fisico-Quimica Biologica do IBCCF, UFRJ, foi cedida pela Prof.
Dra. Aida Hasson-Voloch.

A suspensdo estoque de membranas, de 25 mg.ml™' em proteina e atividade
de aproximadamente 2,5 unidades.mg™' (uM Pi.mg '.min”"), foi separada em
aliquotas, armazenadas em nitrogénio liquido. A partir de aliquotas descongeladas
no mesmo dia do experimento, preparavam-se amostras com concentragdes de
0,20 mg.ml™" ou 0,25 mg.ml™" de proteina (~0,6 uM Pi.min™') utilizadas em

cubetas de 1 ml.

Tampoes

Dois tampdes foram utilizados nas experiéncias, denominados T; e T,. O
tampao T, consta de Tris 30 mM, Tris-fosfato 5 mM; EDTA 1 mM e MgCl,
5mM, pH 7,4. A ligacdo de AO a Na',K'-ATPase requer Mg”" ¢ ¢ 6tima na
presenca de Mg + Pi ou MgATP + Na (Fortes, 1977).
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O tampao T, consiste em Tris 30mM, EDTA 0,2 mM, pH 7,4. O estado
conformacional E; predomina em meios livres de Na" e K e o estado E;.Na
predomina em meios enriquecidos de Na™ contendo pouco ou nada de K (Karlish
S.J.D et al, 1978). No entanto, Tribuzy et al. (2002) encontraram através de
digestao triptica, além do fragmento caracteristico de E; (76 kD), fragmentos

indicativos da presenca de E,, embora em pequena quantidade.

Reagentes
O marcador fluorescente antroil-ouabaina, o ATP, a clorpromazina ¢ a
nortriptilina foram adquiridos da Sigma. Agua Milli-Q foi utilizada em todas as

preparacoes.

Espectrofluorimetro e Espectrofotometro

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram feitas utilizando-se o
sistema de fluorescéncia no estado estacionario PTI — QMI, do Departamento de
Fisica, PUC-Rio.

As medidas de absor¢do Optica foram realizadas no espectrofotometro
Hewlett Packard, modelo HP-8452A, com sistema de detec¢do por arranjos de
diodos e resolu¢do de 2 nm, do Departamento de Fisica, PUC-Rio. Os espectros
foram medidos utilizando-se um tempo de integracao igual a 1 s. Foram utilizadas

cubetas de quartzo com caminho dptico de 1 cm e capacidade de 1 ml ou 3 ml.

4.2
Procedimentos Experimentais

421
Medicao e Analise dos Espectros de Absorcao Optica

As medidas de absor¢do oOptica foram feitas no espectrofotdometro HP-
8452A. Para comecar obter os espectros de absor¢do, mede-se inicialmente a
absorbancia do branco, que pode ser o tampao T; ou T,. Depois se faz a medida
da absor¢cdo das amostras que contém os sistemas moleculares em estudo. A

subtragdo ¢ feita automaticamente pelo software do espectrofotometro.
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Para obter as concentracdes adequadas assim como comprimentos de onda
adequados a excitagao da fluorescéncia de uma amostra, analisam-se os Ayax de

seu espectro de absorgao.

4.2.2
Medicao e Analise dos Espectros de Emissao de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram feitas no sistema de Fluorescéncia PTI
QM-I, operando majoritariamente com todas as fendas em 4 nm e poténcia da
lampada em 40 W. Depois de selecionar o intervalo de varredura e o comprimento
de onda de excitacdo para certa amostra os espectros de fluorescéncia eram
registrados com taxa de varredura de 1 nm.s™".

Procurou-se trabalhar com concentragdes e comprimentos de onda onde o
valor da absorbancia era menor que 0,1; isto € por causa do efeito de filtro interno,
ja que este efeito pode decrescer a intensidade da excitagdo no ponto de
observacdo ou decrescer a fluorescéncia observada pela absor¢cdo desta
fluorescéncia. A importancia relativa de cada processo depende da densidade
optica da amostra nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao (Lakowicz,
Joseph R, 1983).

Depois de obtidos os espectros, os dados eram transferidos para o programa
Origin 6.0, da Microcal, para analise.

Como o espalhamento das amostras contendo suspensdo de membranas ¢
consideravel, todas as titulagdes seguidas de medidas de fluorescéncia foram
realizadas em concentra¢do constante de membrana. O espectro referéncia era
obtido na auséncia de fluordforo e subtraido posteriormente.

Os dados de fluorescéncia foram corrigidos para a diluigdo de volume,
quando necessario.

Para obter graficos de fluorescéncia, em dado comprimento de onda A, em
fungdo 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. Esse procedimento permitia diminuir o erro
associado ao processo de medida, no caso de espectros muito ruidosos (baixa

intensidade de fluorescéncia) ou variagdes pequenas. O tamanho do intervalo
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escolhido dependia do ruido associado ao espectro e da variacdo da fluorescéncia
em torno do A escolhido para analise.

Para analisar aqueles espectros cujos picos sofriam deslocamento,
procuravam-se pontos isosbésticos para verificar se estava ocorrendo transi¢ao

entre duas espécies.

423
Medicido da constante de dissociagdo entre AO e Na*,K*-ATPase

O espectro de fluorescéncia de antroil-ouabaina em presenga de membranas
contendo Na" K -ATPase (AO-Na+,K+-ATPase) foi medido e usado para obter a
constante de dissociacdo entre AO e Na',K'-ATPase. A curva de titulagio por
AO, mantendo-se uma concentra¢ao fixa de membranas, foi analisada de acordo

ao modelo de um s6 sitio de ligacao:

[AO] +[E] <> AO-E (D)
_[40][E]
[A40 - E] )

Kp ¢ a constante de dissociacdo da AO, [E] ¢ a concentragdo de enzima
livre, [AO — E] e [A0] sdo as concentragdes de AO ligada e livre, respectivamente.
De (1) e (2) obtemos a equagao:

[AO-E] _ [40]
[Elr  Kp+[A40] 3)

onde [E]t € a concentragao total de enzima.

A equacdo (3) pode ser rescrita em termos da fragao de AO ligada.

x, = A9~ E]
[40]r 4)
sendo [AO]r a concentragdo total de antroil-ouabaina, conduzindo a:
_ [EN(-X)
Ko+ (1-Xp)[AO]r (5)

A fluorescéncia F, num dado comprimento de onda, ¢ devido a AO ligada e
livre:

F = FpXo + Fr(1— Xb) (6)
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onde Fy, e Fr sdo a fluorescéncia devido a concentracdo total de AO [AO]r no
estado ligado e em solugdo, respectivamente. Os valores de fluorescéncia por
concentracao de AO,

Fy By
[AO]r Ji " [40]r

fr =

sdo experimentalmente obtidos dos coeficientes angulares das curvas F contra
[AO]r para o tampao e para a solugdo com enzima (valor inicial), respectivamente.
Substituindo-se F, e F, a equagdo (6) sera:

F=(fi— ) Xo[AO]r + fi[ AO]r (7)

A equacgdo (7), com X, satisfazendo a equagdo (5), ¢ usada para ajustar a
curva de F contra [AO]r e obter o parametro K e a concentracdo de enzima [E]r
(Nunes-Tavares N. et al., 2002). No entanto, ndo utilizamos esse procedimento
para analise dos resultados da Se¢do 5.1, pois 0 nimero de pontos experimentais

foi pequeno para obter um K confiavel.

424
Medicao da constante de dissociagao entre nortriptilina e AO-
Na*,K*-ATPase

Para utilizar o modelo de um sitio a ligacdo de NOR com o sistema AO-
Na',K'-ATPase, este sistema sera agora o "fluoroforo", cuja concentragdo ¢
mantida constante [40-E]r e a droga antidepressiva NOR terd sua concentraciao
variada. Re-escrevendo a equacdo (4) como:

[(AO-E)—NOR]  [NOR]
[AO-Elr  Kbp+[NOR] (8)

Xp =

Onde X, é a fracdo de AO-Na+,K+-ATPase ligada a NOR e Ky ¢ a constante
de dissociacdo entre AO-Na",K'-ATPase ¢ [NOR].

A fluorescéncia F da AO-Na',K'-ATPase, num comprimento de onda,
devido a seu estado livre e ligado a NOR ¢ da mesma forma que a equagdo (6),
rescrevendo-a dara:

F=(Fi By o o
Onde F} e Fy é a fluorescéncia devido a concentragdo de AO-Na+,K+-

ATPase ligada a NOR e sem ligar a NOR, respectivamente. Ajustando a equacao
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(9) aos dados de Fluorescéncia em funcdo de [NOR] podemos obter a constante de
dissocia¢do Kp entre NOR e o sistema AO-Na",K'-ATPase.

Os espectros de fluorescéncia sao medidos excitando AO em 365 nm. Os
antidepressivos triciclicos ndo absorvem em 365 nm, enquanto o espectro de
absor¢ao de AO tem um pico de absor¢ao em 365 nm e ndo varia com o tempo.

Para as drogas que sofrem fotodegradagdo, como a CPZ, o modelo anterior ¢
inadequado. A dinamica do processo de reagao fotoinduzida de CPZ com a cadeia
protéica depende da poténcia da lampada de excitagdo. Quando a fluorescéncia da
propria CPZ ¢ excitada, ela depende das diferentes classes de radicais que se

formam quando a amostra ¢ iluminada.
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