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4.
Materiais e Métodos

41.
Materiais

41.1.
Fragées 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 (cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Fontes do Instituto de Bioquimica
Médica da UFRJ). 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 dgua doce (espécie normal) e adaptada em agua salgada (espécie
adaptada). As suspensdes de membranas tinham concentracdes de proteina de
0,68 mg/ml para a espécie normal e 0,78 mg/ml para a espécie adaptada.

A relagao em massa entre os lipidios e a proteina nas fragdes de membranas
foi considerada como 1.5, conforme determinacdes feitas em varias membranas
purificadas em Na’, K'- ATPase. As aliquotas contendo as fragdes de membranas
eram armazenadas a —15°C e descongeladas no mesmo dia do experimento para

preparar as amostras.

41.2.
Reagentes

Os derivados de fenotiazinas clorpromazina, flufenazina e trifluoperazina

foram adquiridos da Sigma. Prepararam-se estoques de 5 mM de fenotiazinas em
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etanol. As solugdes eram cobertas com papel metalico para evitar alguma
fotodegradacdo durante o armazenamento.

Foram utilizados os tampdes fosfato pH 7,4 ¢ 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 marcagdo. O tampao Tris 10 mM a pH 7,4 foi
utilizado no experimento com DPH. Foi utilizada agua milli-Q em todas as

preparacoes.

4.1.3.
Sondas fluorescentes

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

- FITC (Fluoresceina isotiocianato — isdbmero I): marcador de proteinas via
grupo amina (especialmente lisina). Em Na", K - ATPase marca especialmente a
lisina perto do sitio de ligacdo 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 intercalagdo de DPH em membranas ¢ acompanhada de
forte aumento da fluorescéncia. A polarizagdo da fluorescéncia € alta na auséncia
de movimento rotacional e é muito sensivel a reorientacdo, 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 uM.

- 1,8-ANS (1 — anilinonaphthalene — 8 - sulfonic acid): o rendimento
quantico de fluorescéncia do ANS ¢ dependente das vizinhangas e particularmente

sensivel a presenca de dgua (perto de 0.4 em EtOH, 0.2 em MeOH e 0.004 em
agua).
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4.1.4.
Instrumentacao

Espectrofotometro, espectrofluorimetro estacionario e resolvido no tempo

As medidas de absor¢do Optica foram realizadas na faixa de 200-800 nm a
temperatura ambiente no espectrofotometro com detec¢io por arranjo de diodos e
resolugdo de 2 nm, modelo HP 8452% Os espectros foram medidos utilizando-se
um tempo de integracdo igual a 1 s.

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 correlagdo rotacional (anisotropia de
fluorescéncia) foram realizadas no sistema de fluorescéncia resolvida no tempo
Horiba-Jobin Ivon-IBH, que utiliza o método de contagem de féton tUnico
(Laboratoério multiusuario FliRT, Departamento de Fisica da PUC—Rio). A fonte
de luz usada para a excitacdo foi um nanoLED N-16, com taxa de repeticao
maxima de 1 MHz, emitindo em 330 nm com uma duragao de pulso nominal de
1,0 ns.

Para as medidas de absor¢do ¢ fluorescéncia foram utilizadas cubetas de
quartzo de secdo transversal 10 x 10 mm ou 10 X 4 mm, capacidade volumétrica
de 3 ml ou I ml, respectivamente.

As medi¢cdes de pH foram feitas usando o pH metro Cole-Parmer

Chemcadet 5986-25 com um eletrodo combinado semimicro Ag/AgCl.

Espectrometro de massa

Os espectros de massa foram obtidos no modo refletivo de um
espectrometro de massa BRUKER/BIFLEX-III (Departamento de Fisica, PUC —
RIO), equipado com um laser de nitrogénio UV em 337 nm, Laser Sciencie Inc.
(FWHM 3 ns, 200 pJ de energia media por pulso). As amostras foram analisadas

usando o método de dessorcao e ionizagao por laser (LDI).
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4.2,
Procedimentos Experimentais

4.21.
Absorgao optica

As medidas de absor¢do dos sistemas moleculares em estudo sdo realizadas
medindo-se primeiramente o “branco” que ¢ automaticamente subtraido dos
espectros de absor¢cdo das amostras. Para obter as concentragdes adequadas assim
como comprimentos de onda adequados a excitacdo da fluorescéncia de uma
amostra, analisam-se os comprimentos de onda dos picos de absor¢do e seus
coeficientes de absor¢do molar. Para evitar efeitos de filtro interno a absorbancia

no comprimento de onda de excitagdo nao deve ser maior do que 0,1.

4.2.2.
Fluorescéncia estacionaria

Os espectros de fluorescéncia sdo obtidos depois de selecionar o intervalo
de varredura ¢ o comprimento de onda de excitacdo para certa amostra, os
espectros de fluorescéncia foram registrados com taxa de varredura de 1 nm/s.
Procurou-se trabalhar com concentragdes ¢ comprimentos de onda de excitagao
onde o valor da absorbancia era menor que 0,1.

Os dados dos espectros obtidos foram analisados com o programa Origin,
Microcal. Para obter graficos de fluorescéncia, em dado comprimento de onda A,
em funcdo 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 dilui¢do, quando
necessario. A corre¢do do filtro interno para a intensidade de fluorescéncia ¢ feita
para absorbancias maiores do que 0.1 utilizando para o fator de correcdo f; a

seguinte expressao (Lakowicz, 2006):

fﬁ ey lO(AZXC/ge)CC +Aem£em ) / 2
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onde A , £ e Aem , ., sdao as absorbancias e caminhos Oticos nos

exc
comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissao, respectivamente. A intensidade
nos espectros de excitagdo foi corrigida também pela variagdo da poténcia da
lampada nos diferentes comprimentos de onda (Fig. 4.1). Depois de ajustar
mediante uma curva tedrica, como na regido entre 190-400 nm (varredura dos
espectros de excitacdo nas fenotiazinas), o fator de correcdo foi obtido pela razao

Pot(400 nm)/Pot(190 nm<A<400 nm).
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Figura 4.1. Poténcia da lampada de xendnio do espectrofluorimetro para diferentes

comprimentos de onda.

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 excitagdo e os intervalos de tempo
(em média 6 min) podemos dosar a energia incidente nas amostras. Teve-se
precau¢do de que as fenotiazinas ndo fossem iluminadas, a ndo ser que se
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 solugdo aquosa.

A poténcia de irradiagdo na posi¢do da amostra ¢ obtida das curvas de
calibracdo da Fig. 4.2, para as excitagdes em 310 nm e em 365 nm (P = a fx f3).
Por exemplo, se colocamos as fendas de entrada e de saida (f; e f;) do

monocromador de excitacao a 8 e 10 nm, respectivamente, podemos encontrar a
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poténcia de irradiagdo em 310 nm. Utilizando o = 5,66 pW/ (nm)’, tem-se P =

0,45 mW.
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Figura 4.2. Poténcia de irradiagdo sobre o porta-amostra do fluorimetro em fungéo

do produto das larguras das fendas do monocromador de excitagdo. Os diferentes
simbolos representam medidas realizadas com diferentes larguras de fendas. A fonte de
irradiacdo é uma lampada de Xe de 45 W de poténcia. O parametro a representa o

coeficiente angular das retas.

A variagdo dos espectros de absor¢do e de fluorescéncia com a irradiagao
das fenotiazinas ¢ analisada da seguinte 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 transi¢ao
entre duas espécies.

Nas medidas de fluorescéncia de amostras contendo suspensdes de
membranas-Na', K" - ATPase, em que todas as titulagdes foram realizadas a
concentragdo 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

+ + PR
Membranas-Na', K -ATPase foram marcadas com DPH em condi¢des
ambientais, incubadas entre 2 ¢ 3 horas para conseguir que DPH se inserisse
completamente entre os lipidios. Medi¢cdes de anisotropia de fluorescéncia da

DPH foram realizadas em dois tipos diferentes de Na" K'-ATPase, de rim porco ¢
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de crustaceo. Manteve-se a relagdo entre as concentragdes de DPH e lipidios a
1/50, que ¢ suficientemente pequena para perturbar pouco a membrana.

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

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

_ Ly =Glyy

r= 4.1)

onde G ¢ o fator de correcdo instrumental dado por G = Iyy/Iyg. G foi
determinado medindo-se as intensidades de fluorescéncia Iy € Iy usando luz de

excitagcdo polarizada horizontalmente.

Marcagio da Na*, K* - ATPase com FITC

Para estudar as interagdes das fenotiazinas com o sitio de ligacdo do ATP da
Na'K'-ATPase, marcou-se a enzima com FITC, 120 pl da solugdo de membranas
(~0,5 mg de proteina = 3 nmol) em TRIS 50 mM (a pH 9.0) contendo FITC (7,5
nmol). A solucdo foi agitada por 1h 30min em ambiente escuro. Em seguida,
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 separagcdo ou dialise realizada nesse
trabalho.

A Fig. 4.4 mostra a localizagdo da FITC na proteina, que seria o sitio de
maior afinidade de ATP na subunidade a e conformagdo E; da proteina (aE;)
(Linnertz et al., 1998). A distancia do sitio da AO e da ErITC (eritrosina
isotiocianato) para a FITC ¢ de 7,2 nm e 6,5 nm, respectivamente. A ErITC 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 dialise, a solu¢do contendo a FITC - Na', K'-ATPase

foi colocada na cubeta de fluorescéncia, medindo-se os espectros de excitagio e
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emissdo da FITC como controle. Avaliou-se em seguida a fluorescéncia da FITC -

Na", K'-ATPase tratada com diferentes aliquotas de fenotazinas.

proteina

Membrana e .- poro
de didlise

— membrana

Tampédo e——
—- fenotiazina
L
Agitador magnetico
Figura 4.3. Esquema do processo de dialises para separar as moléculas de FITC

que ndo ligaram a Na+, K+-ATPase.

Meio externo

@ Meio interno

Figura 4.4. Esquema do dimero (af3)2 da Na+, K+-ATPase e localizagbes dos sitios
de alta(conformagao oE1) e baixa afinidade (conformacao aE2) do ATP. As medidas das
distancias relativas dos marcadores fluorescentes (AO, FITC e ErlITC) sédo obtidas por

transferéncia de energia de Foster (Linnertz et al., 1998).
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4.2.3.
Fluorescéncia com resolugao temporal

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

Em cada experimento, os dados foram adquiridos até alcangar um maximo
de 10000 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 ¢ representado por uma soma de exponenciais:
1(1) =Y o exp(—t/7;) 4.2
onde I(t) ¢ a intensidade de fluorescéncia, ¢, ¢ o fator pre-exponencial, e 7, € o

tempo de vida de fluorescéncia da componente i. O bom ajuste foi avaliado por Xz
e residuos. Para um bom ajuste o valor de y* 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; = o;7; / Z a;7; e o tempo de vida medio ¢ definido como

(r) = Zfifi .
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Figura 4.5. 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 n&o 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 (excitagao 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 excitagdo e emissdo. O decaimento da
anisotropia foi gerado da medi¢do do decaimento das intensidades de
fluorescéncia lyy, Iyy, Iy € Iyg usando a equacdo 4.1, onde G = Iyy/Iyy. Para
analisar os dados a fim de obter os parametros de decaimento de anisotropia,

utilizaram-se dois métodos: o método direto de analise € o método com
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reconvolu¢do. 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 ¢ muito popular porque é muito rapido,
direto, e da uma excelente inspe¢do visual. A Fig. 4.6 mostra uma andlise direta
de decaimento de anisotropia. No segundo método, a anélise (reconvolucdo) ¢
dividida em duas partes: analise da soma Is = (Iyy + 2 G Iyy) seguida de andlise
da diferenga Ip = (Iyv — G Iyy). Para obter os parametros de decaimento de
anisotropia, devemos ajustar Ip com o resultado da reconvolucdo 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
fluoréforo ¢ considerado estar num ambiente limitado e seu movimento
orientacional na membrana ¢ descrito como confinado dentro de um cone ao redor
da normal a superficie da membrana. O decaimento da anisotropia de

fluorescéncia do fluor6foro na membrana ¢ representado por
r(t)=(ry - oo)e_t/rc + 7, 4.3
onde ry € a anisotropia em t=0, r, ¢ a anisotropia residual e 1. ¢ o tempo de

correlagdo rotacional para a difusdao do fluoréforo dentro do cone. A relagao entre

o angulo do cone, &, e a anisotropia residual ¢ dada por
To ! Ty :% [cos 0. (1+ cos <9c)]2 4.4

A taxa l/1. ¢ a amplitude dos movimentos rotacionais €. nos dao
informagdo dinamica 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 estdo na fase gel, as moléculas de DPH permanecem
orientadas e a luz emitida tem uma grande componente paralela a polarizagdo da
luz incidente (Iyy). Se as cadeias lipidicas movimentam-se, mudando de
orientacdo, os eixos moleculares de DPH também mudam de direcdo
aleatoriamente, ¢ os fotons sdo emitidos com polarizacdo aleatdria. Este processo

¢ chamado de despolarizacao de fluorescéncia ou decaimento da anisotropia.
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Figura 4.6. Exemplo de analise direta dos dados de decaimento de anisotropia da

fluorescéncia de DPH em fragdes 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 sao ajustados a uma exponencial (curva continua)
originando os seguintes parametros: t.= 1,98 ns, r, = 0,32, r,.=0,13. A parte inferior

mostra os residuos do ajuste. A excitagdo em 372 nm e emissdo em 427 nm.
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