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6.
Conclusao

6.1
Conclusoes

Ao analisar a fluorescéncia do marcador antroil-ouabaina em presenca de
membranas de eletrocitos de E. electricus contendo Na',K'-ATPase observaram-
se aumento de rendimento quantico e deslocamento para o azul caracteristicos de
associacdo ao sitio de ouabaina. A confirmagdo de que essas modificagdes
espectrais estavam relacionadas ao sitio de ouabaina foi obtida a partir de retro-
titulagdo com ouabaina.

Experimentos de titulagio de AO-Na' K'-ATPase com o antidepressivo
triciclico nortriptilina permitiram verificar que NOR ndo compete com AO pelo
sitio de ouabaina. Observou-se que os efeitos de NOR sobre a fluorescéncia de
AO sdo dependentes de conformacdo. Obtiveram-se constantes de dissociagdo
entre NOR e Na",K'-ATPase de 6,0 uM para a conformacio E; e de 52 uM para a
conformagdo E;. As mudancas no espectro de AO sugeriram que NOR desloca o
equilibrio conformacional da enzima em direcdo a E,.

Com respeito ao antipsicotico clorpromazina, foram obtidas espécies
fluorescentes derivadas de produtos da fotodegradacdo de CPZ. Ja era conhecido
que farmacos derivados da fenotiazina sofrem fotodegradacdo ao serem
iluminados com luz ultravioleta. A evolug¢ao dos espectros de fluorescéncia com o
tempo de ilumina¢do demonstrou que os fotoprodutos em tampao sdo diferentes
daqueles obtidos em presenca de Na", K '-ATPase, sugerindo reagdo foto-induzida
entre CPZ e a enzima. As espécies formadas em presenga de Na',K'-ATPase
apresentaram espectros de fluorescéncia independentes de conformacao E; ou E,,
indicando mesma estrutura local da CPZ nas duas situag¢des. Esse resultado nao
contradiz a sugestdo de Adhikary et al. (1994), de que a CPZ favorece a
conformagdo E, da enzima. Nesse caso o(s) fotoproduto(s) seria(m) formado(s)

entre CPZ e a conformacao E,, independente da conformagao inicial da enzima.
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Excitando seletivamente a fluorescéncia de AO (em 365 nm) avaliou-se a
influéncia de CPZ sobre o sitio de ouabaina. Observou-se que a formacdo do
produto de fotodegradagdo de CPZ com a Na'K'-ATPase faz incrementar a
fluorescéncia de AO, com deslocamento para o azul, sugerindo que o sitio torna-
se mais hidrofobico. Esse efeito ocorre em ambos tampdes, mas ¢ mais
pronunciado no tampao que estabiliza a conformacdo E,. Considerando que, na
concentracdo utilizada nesse trabalho, a CPZ se associa apenas ao sitio de alta
afinidade sugerido por Bhattacharyya e Sem (1999), conclui-se que este se
encontra proximo ao sitio de ligagdo de ouabaina interferindo na fluorescéncia da

AO.

6.2
Perspectivas

Em continuagdo a esse trabalho, seria importante verificar se Na' K'-
ATPase ¢ covalentemente modificada por CPZ apds irradiagdo, submetendo as
amostras a didlise e investigando a estabilidade da fluorescéncia do composto
formado. No caso de se obter um composto estdvel, este poderia servir como
marcador fluorescente da enzima.

Em bicamadas lipidicas, devido a seu carater anfifilico a CPZ intercala-se
entre os lipidios de bicamadas e associa-se preferencialmente a grupos negativos
localizados na superficie da membrana. A localizagdo mais precisa da CPZ nas
membranas bioldgicas pode ser investigada por transferéncia de energia. Sabendo
de antemdo, que grande parte de residuos de triptofano da Na',K'-ATPase é
acessivel a CPZ e que existe transferéncia de energia de triptofano a CPZ
(Adhikary et al., 1994), pode-se realizar o estudo da transferéncia de energia entre
os residuos de triptofano da enzima e a CPZ.

Outras sondas fluorescentes, que tenham diferentes sitios de ligacdo
conhecidos na proteina integral ou que se intercalem na bicamada lipidica, podem
ser utilizadas para localizar o sitio de ligagio da CPZ na Na' ,K'-ATPase e
verificar seu efeito em diferentes partes da enzima.

Medicdes do tempo de vida de fluorescéncia, tanto de AO ou de outras

sondas em presenca dos farmacos, assim como dos produtos fluorescentes da
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reagio foto-induzida de CPZ com a Na',K'-ATPase, podem fornecer mais
detalhes sobre a interacdo. Modificagcdes no tempo de vida de fluorescéncia
revelam freqiiéncias de choques com agentes supressores colisionais, taxas de
transferéncia de energia e taxas de reagdes no estado excitado.

No caso da CPZ, a fototoxicidade provoca efeitos colaterais indesejaveis.
No entanto, os efeitos fototoxicos podem ser avaliados utilizacdo terapia
fotodinamica. A correlagdo entre perda de atividade de importantes enzimas € 0s
produtos da reagdo foto-induzida pode sugerir procedimentos para utilizagdo de

CPZ nesse tipo de terapia.
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