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Abstract 

 

Na,K-ATPase is a protein found in the plasmatic membrane of 

almost all animal cells and it uses the energy from ATP hydrolysis to 

transport 3 Na+  ions and 2 K+ ions. It is formed by subunits called α andβ. 

One controversial aspect refers to its native and functional association 

form as a αβ protomer or still in (αβ)2 or (αβ)4 oligomers form. One way to 

study this protein in our laboratory is by its solubilization from 

membrane, and later reconstitution in liposome from DPPC:DPPE. The 

kinetic and structural characterization fo this system shows that the 

enzyme presents itself in the oligomeric form (αβ)2. 

The aim of this work was to evaluate the dissociation and 

denaturation mechanisms of the solubilized NA,K-ATPase as well as the 

one reconstituted in DPPC:DPPE liposome, by physic (temperature) and 

chemical agents (relation protein:detergent, use of  chaotropic agents as 

Guanidine chloride, or still by the pH changes, to interpret its association 

and regulation  forms. To that end, experiments of circular dichroism 

(CD), calorimetry (DSC), superficial tension, elasticity , catalytic activity 

(ATPase an pNPPase) were done. 

The CD studies in function of temperature variation have shown 

that a transition occurs in the ellipticity curve (222 nm) at 43.7ºC for the 

solubilized enzyme and at 42.0ºC for the enzyme reconstituted in 

liposome. These transitions were also found by the FTIR technique. 

The experiments by DSC for the solubilized enzyme have shown the 

presence of three peaks at 54.7ºC, 64.7ºC and 67.8ºC. As for the 
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reconstituted enzyme, transitions in lower temperatures between 30ºC 

and 40ºC (concerning the lipids) and also the preservation of the 

transition peak for the protein at 68.0ºC were observed. 

The Tryptophane fluorescence analysis for both enzyme forms has 

revealed emission maximum peak shifts starting from 60ºC. The 

Guaniddine presence has shown two transition points at 3 and 5 mol.L-1 

for the solubilized Na,K-ATPase. 

The effect of different buffer media has shown that the enzyme 

presents higher contents in α-helix at pH 7.5, concomitant with an 

increase of the intensity of tryptophane fluorescence emission in the pH 

range of 5.0 to 8.5. 

Analyzing all the techniques together we can propose a 

dissociation/denaturation mechanism in function of the temperature. 

First, the enzyme goes from its oligomeric (αβ)2 state and forms αβ 

protomers. The ATPase activity é totally lost ( over 60ºC) when the 

subunits are completely separated, when an α subunits aggregation then 

occurs, through the cytoplasmatic domains. 

Finally, the analysis of the enzyme in different proportions of 

protein:detergent reveals that the NA,K-ATPase, in the presence of 

concentrations bellow CMS, is in the (αβ)2  or yet in the  (αβ)4 form 

(Depending on protein concentration). Now for concentrations above CMS, 

the separation of the subunits occurs and consequent catalytic activity 

loss. 

Due to the ATPase activity dependence on its conformational form 

and oligomerization state, this study done with biophysical and 
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biochemistry techniques, results in new information on the 

comprehension of the mechanisms that control the association processes, 

which is important to the enzyme function in the natural membrane. 



 XII

Resumo 

 

A Na,K-ATPase é uma proteína encontrada na membrana 

plasmática de praticamente todas as células animais, que utiliza a energia 

derivada da hidrólise do ATP para transportar 3 íons Na+ e 2 íons K+. É 

composta por duas subunidades denominadas α e β. Um aspecto que 

ainda gera controvérsias se refere à sua forma de associação nativa e 

funcional como um protômero αβ ou ainda na forma de oligômeros (αβ)2 ou 

(αβ)4. Uma forma de estudar essa enzima é pela sua solubilização da 

membrana, e posteriormente reconstituição em  lipossomos de 

DPPC:DPPE. A caracterização cinética e estrutural desse sistema mostra 

que a enzima se apresenta na forma oligomérica (αβ)2. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos de dissociação e 

de desnaturação da Na,K-ATPase solubilizada bem como da reconstituída 

em lipossomos de DPPC:DPPE, por agentes físicos (temperatura) e 

químicos (relação proteína:detergente, uso de agentes caotrópicos como a 

guanidina e mudanças de pH), para interpretar as suas formas de 

associação e regulação. Para isso, foram realizados experimentos de 

dicroísmo circular (CD), calorimetria (DSC), infravermelho (FTIR), 

fluorescência de emissão do triptofano, tensão superficial, elasticidade, 

atividade catalítica (ATPase e pNPPase). 

Os estudos de CD em função da variação de temperatura mostraram 

que ocorre uma transição na curva de elipticidade (222 nm) a 43,7°C para 

a enzima solubilizada e a 42,0°C para a enzima reconstituída em 
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lipossomos. Estas transições foram também encontradas pela técnica de 

FTIR.  

Os experimentos por DSC para a enzima solubilizada revelaram a 

presença de três picos em 54,7; 64,7 e 67,8°C. Já para a enzima 

reconstituída observam-se transições em menores temperaturas entre 30 

a 40ºC (referentes aos lipídios) e ainda a preservação do pico de transição 

para proteína em 68,0°C. 

A análise de fluorescência de triptofano para ambas formas de 

enzima revelou deslocamentos de pico máximo de emissão a partir de 

60°C. Já a presença de guanidina mostrou dois pontos de transição em 3 

e 5 mol.L-1 para a Na,K-ATPase solubilizada.   

O efeito de diferentes meios tamponantes revelou que a enzima 

apresenta maiores conteúdos em α-hélice em pH 7,5, concomitante com 

um aumento na intensidade de emissão de fluorescência do triptofano na 

faixa de pH de 5,0 a 8,5.  

Analisando conjuntamente todas as técnicas podemos propor um 

mecanismo de dissociação/desnaturação da enzima em função da 

temperatura. Primeiramente a enzima passa do seu estado oligomérico 

(αβ)2 e forma protômeros αβ. A atividade ATPase é perdida completamente 

(acima de 60ºC) quando as subunidades são completamente separadas, 

ocorrendo então uma agregação das subunidades α, através dos domínios 

citoplasmáticos.  

Finalmente, a análise da enzima em diferentes proporções de 

proteína:detergente revela que a Na,K-ATPase, na presença de 

concentrações abaixo da CMC, se encontra na forma (αβ)2 ou ainda (αβ)4 
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(dependendo da concentração de proteína). Já para concentrações acima 

da CMC ocorre a separação das subunidades e consequente perda de 

atividade catalítica.  

Devido à dependência da atividade ATPase com seu estado 

conformacional e seu estado de oligomerização, este estudo realizado por 

técnicas bioquímicas e biofísicas, resulta em novas informações acerca da 

compreensão dos mecanismos que controlam o processo de associação, o 

qual é importante para a função da enzima na membrana natural. 

 



                                                                                                       Introdução 

 1

1. Introdução 

1.1 A Na,K-ATPase  

A Na,K-ATPase ou bomba de sódio é uma proteína integral 

encontrada na membrana plasmática de praticamente todas as células 

animais. Utiliza a energia derivada da hidrólise do ATP para transportar 

Na+ e K+ através da membrana contra seu gradiente eletroquímico, o que 

colabora para manter a concentração de Na+ baixa (12 mM) e de K+ alta 

(cerca de 140 mM) dentro de células eucarióticas. Esse gradiente 

eletroquímico gerado fornece a força para o transporte intracelular de 

solutos vitais como a glicose, aminoácidos e neurotransmissores no 

organismo e para a absorção de metabólitos no intestino, bem como 

energia para outras vias de transporte que são responsáveis pela 

regulação do volume celular; para processos epiteliais de secreção, dentre 

outros (transportes ativos secundários, tanto contra ou co-transportes) 

(Lopina, 2001; Rajasekaran et al., 2005; Panayiotidis et al., 2006). A 

medula interna é o local onde a enzima se apresenta em maior 

concentração. Em um animal em repouso, mais de 20% do ATP celular é 

consumido pela Na,K-ATPase para manter as funções descritas (Martin, 

2005).  

Esta enzima faz parte da família das ATPases do tipo P, que 

representam uma família de transportadores que são caracterizados pela 

formação de um intermediário fosforilado (em um resíduo de aspartato) 

durante o ciclo catalítico, e cerca de 200 membros desta família são 

atualmente identificados (Axelsen e Palmgren, 1998; Hasler et al., 2001; 

Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). De todos os membros, somente a Na,K-
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ATPase e a H,K-ATPase apresentam mais de uma subunidade na sua 

estrutura (Noguchi et al., 1987; Blanco, 2005; Panayiotidis et al., 2006). 

A subunidade α contém aproximadamente 1000 resíduos de 

aminoácidos e possui massa molecular de cerca de 110 kDa (Pressley, 

1996; Kaplan, 2002). Esta subunidade contém o sítio de ligação de ATP e 

de fosforilação, bem como alguns aminoácidos essenciais para a ligação 

dos íons sódio, potássio e diferentes inibidores, e apresenta 10 segmentos 

transmembrana (Bamberg et al., 1993; Jorgensen et al., 2003; Blanco, 

2005). Tanto sua região N-terminal quanto a C-terminal estão localizadas 

no lado intracelular da membrana, tendo ainda na sua estrutura 5 alças 

extracelulares e 4 intracelulares (Kaplan, 2002; Horisberger, 2004).  

Existem três principais estruturas intracelulares para esta 

subunidade: uma grande alça central entre M4 e M5, composta por cerca 

de 430 resíduos de aminoácidos; a região N-terminal de cerca de 90 

resíduos e ainda uma alça entre M2 e M3 com cerca de 120 resíduos. Os 

domínios N (domínio de ligação do nucleotídio) e P (domínio de 

fosforilação) são formados pela alça M4 e M5; muitos estudos utilizando 

modificação química, proteólise, clivagem química e ligações cruzadas 

(cross-linking) têm identificado uma série de resíduos considerados 

essenciais para a ligação de nucleotídeos (Pedemonte e Kaplan, 1990). O 

domínio N contém o sítio de ligação do ATP e se estende até o sítio de 

fosforilação Asp369 do domínio P (Jorgensen et al., 2003). O domínio A 

(domínio atuador) é um pequeno domínio citoplasmático, formado pelo 

segmento N-terminal e a alça entre M2 e M3 (Toyoshima et al., 2000; 

Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). Adicionalmente, todos os resíduos 
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que estão envolvidos com coordenação dos cátions no estado ocluído estão 

localizados na região transmembrana (Kaplan, 2002). 

Já a subunidade β tem massa molecular entre 40 e 60 kDa, sendo 

composta por cerca de 370 aminoácidos. Destes, cerca de 30 resíduos de 

aminoácidos são expostos no citosol e 300 resíduos formam a porção 

extracelular (Lingrel et al., 1994; Geering, 1996; 2001; Hasler et al., 2001; 

Jorgensen et al., 2003). Esta subunidade apresenta um único segmento 

transmembrana e um ectodomínio que carrega três pontes de sulfeto e 

diversas cadeias de açúcar; possui ainda uma curta região N-terminal 

citoplasmática e uma região C-terminal extracelular (Hasler et al., 1998).  

Evidências experimentais sugerem que a subunidade β interage com 

a subunidade α em múltiplos sítios, os quais estão localizados tanto no 

ectodomínio quanto no segmento transmembrana e no domínio 

citoplasmático (Hasler et al., 1998, 2001). O sítio de interação entre estas 

subunidades, atualmente mais claramente definido, está localizado na 

alça extracitoplasmática entre os segmentos transmembrana M7 e M8 da 

subunidade α, que interage com o domínio β localizado dentro dos 64 

aminoácidos adjacentes ao segmento transmembrana (Fambrough et al., 

1994; Colonna et al., 1997; Jorgensen et al., 2003). A interação nesta 

região mostrou ser importante para a correta inserção na membrana da 

subunidade α da Na,K-ATPase (Beggah et al., 1997; Béguin et al., 1998, 

2000; Hasler et al., 2001). Outro possível sítio de interação está localizado 

nos 10 aminoácidos da região C-terminal da subunidade β (Beggah et al., 

1993; Hasler et al., 1998). Outros estudos sugerem que as duas 

subunidades interagem no domínio da membrana, com a hélice 
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intramembrana da subunidade β em contato com porções do domínio M8 

a M10 da subunidade α (Sarvazyan et al., 1995; Hasler et al., 2001; 

Ivanov et al., 2000). Finalmente, tem-se também a sugestão de que a 

região N-terminal citoplasmática da subunidade β interage com a 

subunidade α (Geering et al., 1996; Hasler et al., 2001). 

A contribuição da Na,K-ATPase para os diversos processos que são 

relacionados a essa enzima requer que exista um ajuste específico à 

necessidade de cada tecido. Uma das estratégias adotadas pelos 

organismos é a de conferir às enzimas uma versatilidade funcional, sendo 

isso adquirido através da existência de isoformas para as subunidades, 

surgindo assim uma heterogeneidade da enzima (Blanco, 2005).  

Até o presente momento foram identificadas quatro isoformas 

distintas para a subunidade α. Estas isoformas são encontradas em 

diferentes proporções em células para diferentes tecidos: a isoforma α1 é 

encontrada em praticamente todas as células, sendo a forma mais 

encontrada em rim, onde uma regulação especialmente fina da Na,K-

ATPase é requerida. Esta isoforma pode ser fosforilada por c-AMP-

dependente (PKA), c-GMP-dependente (PKG) proteína quinase e ainda por 

tirosina quinase (Lopina, 2001). As isoformas α2 e α3 são encontradas 

distribuídas em diversos tecidos, como cérebro, coração, cartilagem, útero 

e placenta, por exemplo, e por fim a forma α4 é aparentemente localizada 

em testículos, sendo encontrada em humanos e ratos (Sweadner, 1989; 

Sahmraj e Lingrel, 1994; Woo et al., 2000; Kaplan, 2002, Blanco, 2005).  

Para a subunidade β têm sido reportadas três isoformas (Shull et 
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al., 1986; Martin-Vasallo et al., 1989; Gloor et al., 1990; Malik et al., 

1996; Blanco, 2005; Madan et al., 2007). O sequenciamento de 

subunidades β para um número de espécies de diferentes tecidos revela 

uma baixa homologia entre as isoformas, cerca de 40% entre β1 e β2 por 

exemplo. Assim como no caso da subunidade α1, a subunidade β1 é 

predominante em rim de mamíferos. As isoformas β2 e β3 estão presentes 

em diversos tecidos, como cérebro, cartilagem, músculo esquelético, 

dentre outros. Além disso, a existência de uma possível quarta isoforma 

tem sido proposta em músculo (Skou e Esmann, 1992; Lingrel e 

Kuntzweiler, 1994; Pestov et al., 1999; Martin-Vasallo et al., 2000; Zhao et 

al., 2004; Blanco, 2005). 

Um outro aspecto interessante que contribui para a maior 

heterogeneidade da enzima é o fato de que as diferentes isoformas podem 

ser combinadas de diferentes maneiras para formar enzimas que possuem 

atividade catalítica; já foram estudadas: α1β1, α1β2, α1β3, α2β1, α2β2, α2β3, 

α3β1, α3β2, α3β3, α4β1, α4β3 (Blanco, 2005).   

Até o momento, são conhecidas duas principais funções 

apresentadas pela subunidade β. A primeira é a função essencial na 

maturação da subunidade catalítica α, que, como descrito acima, favorece 

a correta inserção na membrana e conseqüentemente fornece resistência 

contra proteólise e degradação celular de subunidades α sintetizadas 

(O’Brien et al., 1994; Pressley, 1996; Geering et al., 1996; Beggah et al., 

1997; Béguin et al., 1998, 2000; Hasler et al., 1998; 2001). Em adição a 

esta importante função estrutural, a subunidade β também influencia as 
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propriedades de transporte da bomba de Na+ expressa na superfície 

celular. Diversos estudos têm reportado que a subunidade β está 

envolvida na afinidade aparente de K+ pela Na,K-ATPase (Jaisser et al., 

1992; Lutsenko e Kaplan, 1993; Eakle et al., 1994; Geering et al., 2001). 

Isto ocorre porque a função de transporte de K+, comum às Na,K-ATPase e 

H,K-ATPase, está associada a uma composição particular de aminoácidos 

que não é compatível com uma eficiente inserção da subunidade α na 

membrana, indicando que esta inserção deve ser realizada com a 

subunidade β (Geering, 2000; Hasler et al., 2001). Além disso, as três 

pontes dissulfeto presentes na cadeia β também são essenciais para a 

atividade catalítica da enzima, sendo que a ruptura das duas pontes mais 

próximas à porção C-terminal impede a associação das cadeias α e β 

(Noguchi et al., 1994). 

Assim, as interações entre as subunidades α e β através de seus 

segmentos transmembrana e domínios citoplasmáticos parecem ter 

importância tanto estrutural quanto funcional (Ivanov et al., 2000; Hasler 

et al., 2000, 2001; Jorgensen et al., 2003). Tentativas de separar as 

subunidades α e β acarretaram a perda de atividade catalítica ou a 

obtenção de uma subunidade α com atividade catalítica bastante diferente 

daquela da forma associada (Skou e Esmann, 1992; Blanco et al., 1994). 

Também pode ser considerada a existência de uma pequena 

proteína com um único segmento transmembrana com a extremidade N-

terminal voltada para o meio extracelular e C-terminal voltado para o 

citoplasma, denominada γ, que foi originalmente definida como uma 
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terceira subunidade da bomba de sódio (Béguin et al., 1997; Garty e 

Karlish, 2005). Ela foi descoberta por Forbush et al. (1978) e é expressa 

principalmente no rim. Muitos pesquisadores isolaram esta subunidade 

como um proteolipídio com massa molecular de cerca de 10 kDa (Béguin 

et al., 1997; Therien et al., 1999; Geering, 2006). Esse peptídeo faz parte 

da família FXYD, que são curtos polipeptídeos com um único domínio 

transmembrana e ainda apresentam um segmento N-terminal extracelular 

e um C-terminal citoplasmático (Garty e Karlish, 2005). Dentre as diversas 

funções apresentadas por essa subunidade, pode ser citado como exemplo 

que em reduz em alguns tecidos a afinidade ao Na+ celular, resultando em 

uma pequena diminuição na afinidade do K+ extracelular. Pode também 

aumentar a afinidade aparente por ATP, e ainda reduzir a afinidade do Na+ 

citoplasmático, atuando portanto como um regulador da enzima (Garty e 

Karlish, 2005). 

 

Esquema I. Representação esquemática das estruturas das 

subunidades α, β e γ da Na,K-ATPase (Blanco e Mercer, 1998). 
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Uma questão que ainda gera controvérsias a respeito da Na,K-

ATPase se refere à relação entre a estrutura quaternária e sua função. O 

principal questionamento é se o protômero (αβ) é suficiente para o 

transporte dos cátions ou se este mecanismo de transporte requer 

associações do tipo (αβ)n entre protômeros. É geralmente aceito que o 

heterodímero (αβ) seja a unidade estrutural mínima da enzima, e vários 

estudos mostraram a presença de associações das subunidades α e β com 

estequiometria 1:1 tanto para a enzima na membrana como para a enzima 

solubilizada com detergente, demonstrando que o complexo formado não 

ocorre devido a colisões ao acaso na membrana, mas sim por associações 

funcionais proteína:proteína ou agregações não específicas (Askari, 1987; 

Glynn, 1985; Boldyrev, 2001; Ivanov et al., 2002; Martin, 2005). Essas 

associações  podem ocorrer devido à interação entre as subunidades α da 

enzima. Isto foi determinado pelos métodos de cross-linking e 

imunoprecipitação (Periyasama et al., 1983; Askari, 1987; Costa et al., 

2003).  

Assim, embora existam autores que consideram o protômero como a 

unidade funcional e estrutural da enzima (Vilsen et al., 1987; Hayashi et 

al., 1989; Ward e Cavieres, 1993, 1996; Martin et al., 2000; Takeda e 

Kawamura, 2001), existem outros que consideram que a enzima nativa da 

membrana funciona como oligômeros, na forma de um dímero (αβ)2 

(Thoengs e Schoner, 1997; Kobayashi et al., 1997; Linnertz et al., 1997, 

1998; Antolovic et al., 1999; Santos e Ciancaglini, 2003, Costa et al., 

2003, Rigos et al., 2006), ou ainda na forma de um tetraprotômero (αβ)4 
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(Mahaney et al., 1990; Tsuda et al., 1998; Yokoyama et al., 1999; 

Taniguchi et al., 2001; Donnet et al., 2001).  

Uma maneira de se estabelecer a estrutura funcionalmente ativa e 

inserida na membrana foi considerar que o transporte de íons pela Na,K-

ATPase envolve a interação e cooperação de dois sítios de ligação pelo ATP 

(Jorgensen, 1982; Antolovic et al., 1999). Para isso, foram levantadas duas 

possibilidades: uma considerando que estes sítios de hidrólise residem em 

duas diferentes subunidades α do diprotômero (αβ)2 (Askari et al., 1988; 

Schoner et al., 1994; Linnertz et al., 1998; Antolovic et al., 1999) e outra 

considerando que a enzima funcionalmente ativa apresenta uma única 

subunidade α (associada a uma β), onde residem dois sítios de hidrólise 

para o ATP na mesma subunidade (Cavieres, 1987, Ward e Cavieres, 

1993, 1996). 

Além disso, diversas técnicas têm sido empregadas para essa 

caracterização da estrutura quaternária da enzima, tais como inativação 

por radiação, que sugere que a atividade catalítica associada com o 

transporte dos íons e a hidrólise do ATP requer o contato estrutural entre 

duas unidades (αβ), resultando em uma estrutura (αβ)2 (Norby e Jensen, 

1989; Skou e Esmann, 1992). O mesmo tipo de associação foi obtido 

quando se emprega a microscopia eletrônica (Deguchi et al., 1977). Outra 

técnica empregada é a espectroscopia de transferência por saturação, 

indicando que a unidade estrutural mínima pode ser um diprotômero ou a 

enzima pode formar ainda oligômeros (αβ)4 (Mahaney et al., 1990). A 

análise por cristais bi-dimensionais revela que a enzima tem diferentes 

modos de organização dentro da membrana (Maunsbach et al., 1991, 
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Skou e Esmann, 1992). Estudos quantitativos usando espalhamento de 

luz laser de baixo ângulo acoplado com cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) mostram que uma interação oligomérica é requerida 

para a hidrólise do ATP no caso da enzima solubilizada com detergente 

(Hayashi et al., 1989; Mimura et al., 1993; Taniguchi et al., 2001). Estes 

estudos também mostram que a enzima funciona como uma mistura de 

oligômeros, como protômeros (150 kDa), diprotômeros (300 kDa), e 

tetraprotômeros (Hayashi et al., 1997; Yokoyama et al., 1999; Taniguchi et 

al., 2001). A transferência de energia por fluorescência é consistente com 

interações oligoméricas para a Na,K-ATPase solubilizada (Hayashi et al., 

1997, 2000). Também a microscopia eletrônica da Na,K-ATPase obtida de 

rim de cachorro confirma a estrutura tetraprotomérica (Yokoyama et al., 

1999). 

Trabalhos recentes têm revelado que essa enzima tem uma função 

adicional de transdutor de sinal do meio extracelular para o interior da 

célula, modulando o crescimento e adesão celular, e ainda o início do 

processo de apoptose. Embora já tenham sido publicados artigos que 

abordam os vários aspectos da enzima, pouco é conhecido sobre o seu 

envolvimento durante o processo dessa morte celular. O mecanismo no 

qual a Na,K-ATPase atua como biosinalizador é baseado na ligação do 

hormônio esteróide ouabaína, e então a enzima passa a ter uma interação 

física com outras moléculas sinalizadoras (Aperia, 2007). De acordo com 

Costa et al. (2003), esse papel “secundário” da interação da Na,K-ATPase 

com outras proteínas pode estar relacionada com a dimerização da 

enzima, uma vez que foi sugerido que essas interações ocorram no “loop” 
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M4 e M5 da subunidade α, o que justificaria a formação de dímeros na 

célula, ainda que essa formação, como já descrito, possa não ser essencial 

para o transporte dos cátions na membrana. Porém, uma vez que a 

enzima é retirada da membrana e solubilizada, ela se apresenta como uma 

mistura de protômeros associados-dissociados, sendo que a relativa 

quantidade deles depende tanto da concentração de proteína quanto da 

dos ligantes. Além disso, existem evidências que mostram que a bicamada 

lipídica na qual a enzima está inserida também controla a interação entre 

os protômeros da Na,K-ATPase (Mimura et al., 1993; Askari, 2000; Lopina, 

2001).   

O contra-transporte de íons realizado pela Na,K-ATPase segue o 

mecanismo bem conhecido proposto por Albers e Post há cerca de trinta 

anos onde, em certas condições fisiológicas, três íons sódio são movidos 

para fora da célula e dois íons potássio são transportados para o 

citoplasma, na estequiometria de uma molécula de ATP hidrolisada, e 

envolve um ciclo em que a enzima apresenta dois estados 

conformacionais: uma forma E1, a qual tem uma alta afinidade pelos íons 

sódio, e E2, com alta afinidade pelo íon potássio (Albers, 1967; Post et al., 

1969; Martin, 2005). O modelo atualmente descrito sugere que a enzima 

passa por dois estágios durante a ligação e transporte dos íons: uma 

forma não ocluída, onde há interação dos íons ao sítio de ligação, com a 

enzima acessível a um dos lados da membrana, sendo possível o 

transporte. Por outro lado, a forma ocluída da enzima refere-se a uma 

interação efetiva do íon ao sítio, passando a Na,K-ATPase a ser inacessível 

aos dois lados da membrana (Jorgensen et al., 2003).  
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Referindo-se a este modelo, com o sistema na forma E1 e com o 

“portão” aberto para o lado citoplasmático, três íons sódio são ligados, 

dois destes como um complexo neutro e um terceiro como um íon. O 

sistema é cataliticamente ativo. Neste momento, a afinidade da enzima 

por ATP é alta (Norby e Jensen, 1971), e com o ATP ligado ocorre então 

sua hidrólise (gerando ADP) e a enzima é fosforilada. Essa ligação de 

fosfato com alta energia formada (E‘1~P) fecha o “portão” para o lado 

citoplasmático. Os três íons sódio passam a estar na sua forma ocluída. 

Os dois passos seguintes envolvem variações conformacionais e 

rearranjos do fosfato ligado com alta energia para um estado de baixa 

energia (E’1~P para E2-P): primeiramente, ocorre a desoclusão e liberação 

de um Na+ da forma E’’1~P para o lado extracelular da membrana. A 

transição para a forma E2-P desocluída abre o “portão” para a desoclusão 

dos dois íons Na+ restantes, e a afinidade diminui para Na+ e aumenta 

para K+.  Por isto, dois Na+ são trocados por dois íons K+ no meio 

extracelular (E2 -PNa2 para E2 -PK2). Com dois íons K+ ligados o sistema é 

desfosforilado: o “portão” extracelular fecha e os dois íons K+ são ocluídos 

(E’2 (2K)); o ATP ligado ao E’2 (2K) no lado citoplasmático, com uma baixa 

afinidade, aumenta a velocidade no qual o “portão” citoplasmático abre e 

diminui a afinidade por K+ (E’2 (2K).ATP para E’’2 (2K).ATP). Os dois íons 

K+ são substituídos por três íons Na+ no meio citoplasmático, e então se 

reinicia o ciclo (Albers et al. 1967; Post et al., 1969; Glynn e Karlish, 

1990; Jorgensen et al., 2001).  

Este sistema de transporte é uma bomba muito eficiente: para cada 

ATP hidrolisado são utilizados cerca de 70 a 85% da energia livre desta 
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hidrólise. Com as concentrações intra e extracelular de Na+ e K+ normais, 

a atividade da bomba é 10-15% da sua capacidade máxima (Skou, 1998).  

A atividade catalítica da Na,K-ATPase pode ser regulada diretamente 

pela proteína quinase A (PKA) em Ser943 e proteína quinase G (PKG) a 

Ser11 e Ser18 da subunidade α (Therien e Blostein, 2000; Panayiotidis et 

al., 2006). Além disso, a atividade da bomba pode ser modulada por 

outros determinantes, como a concentração dos substratos, com a bomba 

sendo ativada por Na+ e ATP no lado intracelular e por K+ no lado 

extracelular, ou ainda a presença de componentes de membrana 

associados como espectrina, actina e anquirina, dentre outros, e 

finalmente a presença de hormônios como corticoesteróides e inibidores 

endogênicos como glicosídeos cardíacos (Panayiotidis et al., 2006). Dentre 

esses últimos, a ouabaína é o mais importante, ligando-se à porção 

extracelular da enzima, seletivamente na sua forma fosforilada E2P, muito 

provavelmente devido à posição adequada de alguns grupos importantes 

para a interação da Na,K-ATPase com este inibidor (Kaplan, 2002). Como 

conseqüência, tem sido descrito que essa ligação da ouabaína à Na,K-

ATPase afeta múltiplas funções celulares, como por exemplo podem 

ocorrer efeitos na expressão gênica, ligação celular, modificação da 

resposta imune, dentre outros (Xie et al., 2003).  

O vanadato, um análogo do estado de transição do fosfato, é um 

potente inibidor das ATPases do tipo P, incluindo assim a Na,K-ATPase. 

Em concentrações nanomolar e na presença de íons magnésio, o vanadato 

inibe a Na,K-ATPase, ligando-se ao sítio de fosforilação, localizado no 

domínio citoplasmático da cadeia α (MacGregor e Walker, 1993; Dafnis e 
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Sabatini, 1994; Fedosova et al., 1998; Santos e Ciancaglini, 2003). Devido 

a sua similaridade estrutural com fosfato, mimetiza o estado de transição 

para a fosforilação/desfosforilação da enzima na forma E2, bloqueando o 

ciclo catalítico da enzima (MacGregor e Walker, 1993; Fedosova et al., 

1998; Rice et al., 2001). 

 

1.2 Solubilização e reconstituição da Na,K-ATPase 

Estudos de proteínas de membrana em seu microambiente nativo 

são de difícil interpretação devido à complexidade e interferências de 

outros constituintes da membrana nativa (Gennis, 1989; Yeagle, 1993; 

Wu et al., 2002). Assim, uma técnica que é utilizada para o seu estudo é a 

retirada da proteína da membrana, através do uso de um detergente, que 

deve manter a proteína em um estado funcional e enovelado (Privé, 2007).  

Uma ferramenta poderosa para a elucidação de aspectos funcionais 

e estruturais dessas proteínas associadas à membrana é a sua 

incorporação em vesículas constituídas de fosfolipídios (proteolipossomos). 

A habilidade dessas vesículas para mimetizar a organização e algumas 

funções de membranas celulares faz destas estruturas um modelo 

conveniente para o estudo das propriedades de sistemas biológicos de 

membranas organizados (Rigos et al., 2006; Santos et al., 2006). 

Assim, foi padronizada no nosso laboratório uma metodologia de 

solubilização instantânea de uma membrana utilizando o detergente não 

iônico C12E8 (sem uso de SDS), seguida de purificação da Na,K-ATPase na 

forma (αβ)2 com uma única etapa cromatográfica (Santos e Ciancaglini, 

2000; Santos et al., 2002). Foram posteriormente realizados estudos de 
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incorporação da enzima em diversas proporções de lipídios, e tanto a 

composição quanto as quantidades desses lipídios afetam a atividade da 

Na,K-ATPase. Dentre todas as relações de lipídios empregados, a que 

mostrou conservar a atividade catalítica da enzima com maior eficiência 

foi a de DPPC:DPPE (1:1). Estudos cinéticos com esse sistema mostraram 

que a enzima reconstituída dessa maneira está na forma “right side out”, 

ou seja, possui os sítios de ligação do ATP para fora da bicamada lipídica 

(Santos e Ciancaglini, 2003; Santos et al., 2005).  

 

1.3 Técnicas Biofísicas 

1.3.1 Dicroísmo Circular (CD) 

Dicroísmo circular (CD) é uma técnica muito utilizada para estudos 

de moléculas quirais em solução. O CD nos fornece a informação sobre a 

absorção desigual da luz esquerdo e destro circularmente polarizada por 

moléculas ativas. Isto ocorre quando um grupo cromóforo é parte de uma 

estrutura assimétrica, ou quando é imobilizado dentro de um ambiente 

assimétrico (Schmid, 1990; Bulheller et al., 2007). Devido à 

disponibilidade de instrumentos de alta precisão, o CD se tornou a técnica 

mais empregada para medir a atividade óptica de proteínas, podendo ser 

quantificadas suas estruturas secundárias: α-hélice, β-folha, curvatura β 

ou torção β e estruturas ao acaso também denominadas não organizadas 

(Brahms e Brahms, 1980; Yang et al., 1986; Bulheller et al., 2007). Esta 

técnica também pode ser utilizada para monitorar perturbações na 

estrutura de proteínas quando esta interage com outras moléculas ou 

ainda em função de mudanças de pH ou adição de agentes desnaturantes 
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(Rodger e Ismail, 2000). Além disso, pode monitorar mudanças 

conformacionais de proteínas, cujos espectros de CD entre a estrutura 

enovelada e desenovelada são usualmente muito diferentes (Cantor e 

Timasheff, 1982; Gresalfi e Wallace, 1984; Schmid, 1990; Sreerama et al., 

2004).  

Proteínas são polímeros lineares de seqüência bem definida de 

aminoácidos (estrutura primária), com a atividade biológica crucialmente 

dependente da sua estrutura tridimensional. Elas formam unidades 

secundárias regulares devido ao fato da ligação peptídica – (CO – NH) – 

entre aminoácidos ser plana e rígida, tendo um caráter parcial de dupla 

ligação. As unidades secundárias estruturais de moléculas quirais 

resultam em sinais de CD mais ou menos bem definidos, sendo esta a 

principal característica que possibilita usar esta técnica no estudo de 

estruturas de proteínas, já que a maioria dos aminoácidos, embora 

contenham pelo menos um átomo de carbono assimétrico, apresentam 

somente pequenas bandas de CD (Adler et al., 1973; Cantor e Timasheff, 

1982; Bulheller et al., 2007). 

O espectro de dicroísmo de proteínas apresenta duas regiões, 

divididas em próximo e longe (distante). O longe, ou região da amida (170-

250 nm), é relacionado às conformações da cadeia principal, e a região do 

próximo, UV (250-300 nm), onde contribuições peptídicas são 

insignificantes, é relacionada com contribuições aromáticas, através 

principalmente das interações dos aminoácidos fenilalanina, tirosina e 

triptofano, embora transições de ligações dissulfeto (cistinas) também 

colaboram para a total intensidade de absorção (Adler et al., 1973; Cantor 
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e Timasheff, 1982; Kelly et al., 2005).  

Espectros de CD distintos têm sido descritos para conformações 

puras como α-hélice, β-folha, curvatura β e também a espiral “ao acaso”. A 

α-hélice é a estrutura secundária predominante em muitas proteínas; 

cada passo da hélice inclui 3,6 resíduos de aminoácidos por volta. Seus 

espectros de CD são caracterizados por uma banda negativa em 222 nm 

(transição n → π*) e outra em 208 nm, a qual é parte de uma transição π 

→ π*, apresentando ainda uma banda positiva em 192 nm (Gresalfi e 

Wallace, 1984; Rodger e Ismail, 2000).  

As características espectroscópicas da β-folha têm provido maior 

dificuldade de observação em CD que a das α-hélices, devido ao fato de 

que tais estruturas foram rastreadas nos ângulos diedrais, portanto são 

geralmente estruturalmente mais variadas. As características gerais de 

espectros de CD para β-folha são uma banda negativa a cerca de 216 nm 

e uma banda positiva em 195 nm (Greenfield e Fasman, 1969; Bayley, 

1980; Rodger e Ismail, 2000; Kelly et al., 2005). A curvatura β apresenta 

no seu espectro de dicroísmo uma banda negativa em torno de 225 nm, 

referente à transição n → π, uma forte transição π → π* entre 200 nm e 

205 nm, e uma forte banda negativa entre 180 e 190 nm. Finalmente, um 

espectro de CD típico da espiral ao acaso é caracterizado por um forte 

sinal de CD negativo abaixo de 200 nm e uma banda positiva em cerca de 

218 nm (Rodger e Ismail, 2000; Kelly et al., 2005). 

Uma aplicação desta técnica consiste na utilização dos resultados 

obtidos para a determinação das porcentagens das estruturas secundárias 
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de uma proteína, através de um processo de desconvolução, pois o 

espectro de CD de proteínas observado é um somatório dos sinais de 

todas as conformações secundárias (Sreerama et al., 2004; Kelly et al., 

2005). Uma variedade de métodos têm sido propostos para estimar as 

frações de estrutura secundária de proteínas (Chen et al., 1972, 1974; 

Brahms e Brahms, 1980; Hennessey e Johnson, 1981; van Stokkum et 

al., 1990; Bohm e Jaenicke, 1992; Sreerama e Woody, 1994). Os diversos 

métodos para desconvolução de espectros de CD são baseados em 

diferentes algoritmos, podendo ser citados: regressão de 

máximos/mínimos (Provencher e Glöckner, 1981), decomposição de valor 

singular (Hennessey e Johnson, 1981; Manavalan e Johnson, 1987; van 

Stokkum et al., 1990; Toumadje et al., 1992; Sreerama e Woody, 1993), 

método rede neural (Bohm e Jaenicke 1992), análise do fator de 

componente principal (Pancoska et al., 1991), análise de vínculo convexo 

(Perczel et al., 1991) e simples procedimento de regressão de quadrados 

(Chen et al., 1974).  

As medidas de dicroísmo circular podem ser realizadas em solução, 

e somente uma pequena quantidade de material é requerida para a 

análise. Além disso, sendo o método não destrutivo, as amostras podem 

ser reutilizadas após estas medidas (Schmid, 1990). 

 

1.3.2 Fluorescência 

Uma das técnicas espectroscópicas mais sensível disponível para o 

estudo de mudanças conformacionais na estrutura de proteínas é a 

fluorescência, sendo esta representada por um fenômeno com dois 
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estágios distintos: excitação e emissão. Um cromóforo fluorescente 

(fluoróforo) absorve um fóton de luz, permanecendo no estado excitado por 

poucos nanosegundos e então emite um fóton de baixa energia. A 

intensidade de fluorescência da amostra depende então tanto da eficiência 

de absorção da luz quanto da eficiência de emissão do fóton a partir de 

um fluoróforo excitado (Johnson, 2005). 

Os espectros são o resultado da presença de cromóforos naturais na 

estrutura de quase todas as proteínas, representados por resíduos de 

alanina, tirosina e triptofano, sendo este último aminoácido o mais 

importante neste tipo de detecção (responsável por 90% da fluorescência 

total devido ao seu núcleo indol). Os resíduos de triptofano podem ser 

seletivamente excitados em comprimentos de onda que variam de 295 a 

305 nm, e apresentam um pico máximo de emissão em torno de 340 nm 

(Lakowicz, 1983). Além disso, são observadas tanto mudanças de 

intensidade quanto deslocamentos no pico de fluorescência. A emissão de 

resíduos de triptofano em uma proteína nativa pode ser maior ou menor 

que a emissão de triptofano livre em solução aquosa. Conseqüentemente, 

tanto um aumento quanto uma diminuição da intensidade de 

fluorescência pode ocorrer através do desenovelamento de uma proteína 

(Schmid, 1990; Johnson, 2005). 

Já a mudança do espectro de emissão para a região do azul é um 

resultado do bloqueio de resíduos de triptofano pela matriz da proteína, 

enquanto que a mudança para maiores comprimentos de onda representa 

a exposição dos resíduos ao solvente. O tempo de vida de fluorescência de 

resíduos de triptofano varia de 1 a 6 nseg, sendo o spectro de emissão de 
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proteínas é sensível à ligação de substratos, reações de associação e 

finalmente desnaturação da proteína (Lakowicz, 1983). 

 

1.3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

Até pouco tempo, as técnicas calorimétricas praticamente não eram 

aplicadas a amostras biológicas, pois requeriam muito material e não 

tinham a sensibilidade necessária para uma análise confiável. No entanto, 

avanços técnicos recentes levaram ao desenvolvimento de 

microcalorímetros, que conseguem detectar pequenas quantidades de 

calor liberado ou consumido na interação e na alteração conformacional 

de biomoléculas tais como: proteínas, membranas (lipídeos/proteínas) e 

ácidos nucléicos (Privalov e Dragan, 2007). 

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica de 

grande importância na caracterização termodinâmica de modelos de 

membranas e biomembranas, além disso, representa um dos métodos 

mais empregados em estudos de desenovelamento de proteínas, 

fornecendo informações na organização estrutural e interações dos 

domínios cooperativos. Baseado nos valores fornecidos por essa técnica, a 

análise termodinâmica de enovelamento de uma proteína permite a 

elucidação de características da sua estrutura terciária e ainda a 

determinação das contribuições das interações que mantêm a estabilidade 

da estrutura nativa (Privalov e Dragan, 2007).  

Essa técnica consiste de duas células, uma contendo a amostra e 

outra uma solução de referência inerte, que são aquecidas a uma 

velocidade pré-programada. Quando existem variações térmicas na 
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amostra, o sistema de controle supre essa amostra com mais ou menos 

energia para manter em zero a diferença de temperatura.  A partir disso, 

pode-se obter a entalpia de van’ t Hoff (∆Hv), a entalpia calorimétrica (∆Hc), 

a temperatura no pico máximo (Tp) e a temperatura à metade da área do 

pico (Tm). Estes quatro parâmetros juntos definem a estabilidade de uma 

proteína. Dentre essas variáveis, é importante ressaltar a relação entre a 

entalpia de van’ t Hoff e a entalpia calorimétrica, pois representa uma 

medida da cooperatividade de transição, e pode fornecer informações no 

número e organização de domínios de uma proteína que passa por um 

processo de desnaturação. Para proteínas monoméricas, é esperado que 

as duas entalpias tenham valores iguais (Srinivas et al., 2001).  

  

1.3.4 Infravermelho (FTIR) 

A técnica de espectroscopia de infravermelho (IV) teve um grande 

avanço nas duas últimas décadas, e conseqüentemente um rápido 

crescimento em popularidade. Uma vantagem descrita desse método é a 

alta qualidade obtida com pequenas quantidades de proteína 

(aproximadamente 100 µg.mL-1). Assim, é usual tanto como uma opção 

alternativa ou como um complemento para outras técnicas em estudos de 

proteínas de membrana. Além disso, o ambiente lipídico não perturba a 

resolução ou sensitividade do espectro e pode também ser objeto de um 

estudo simultâneo, e então fornecer informações de interações 

proteína:lipídio. (Surewicz et al., 1992; Arrondo e Goñi, 1999). 

Deve ser reforçado que a espectroscopia de infravermelho é uma 

técnica empregada nos estudos de conformação de proteínas e dinâmica. 
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Esta técnica constitui uma das metodologias experimentais empregadas 

para estimar estrutura secundária de polipeptídios e proteínas. No 

entanto, estes estudos são de difícil interpretação quando realizados em 

solução aquosa, devido à água absorver intensamente em uma região 

espectral importante em torno de 1640 cm-1, assim os estudos de proteína 

tem sido realizados empregando D2O (óxido de deutério) como solvente 

(Arrondo e Goñi, 1999). 

O espectro de infravermelho de uma proteína exibe diferentes 

bandas amidas, as quais representam diferentes modos de vibração dessa 

proteína. De todos os modos amida de um grupo peptídico, o mais 

utilizado nos estudos de estrutura secundária é a banda amida I, que 

ocorre principalmente devido ao estiramento C=O da ligação peptídica e 

fornece informações a respeito da estrutura secundária da proteína, a 

qual compreende a região entre aproximadamente 1600 e 1700 cm-1. Mais 

especificamente, bandas da região da amida I entre 1650 e 1658 cm-1 são 

geralmente consideradas características de estrutura em α-hélice. Já o 

aparecimento de bandas na região de aproximadamente 1640 cm-1 é 

característico de estruturas em β-folha (Miyazawa 1961; Hiramatsu e 

Kitagawa, 2005). Deve ser feita uma ressalva de que para muitas 

proteínas mais que um componente pode ser observado nessa região. A 

análise estrutural usualmente implica em um tratamento matemático 

usado para extrair informações contidas nas bandas (Arrondo e Goñi, 

1999; Manning, 2005).  
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2. Objetivo 

 

O objetivo geral do trabalho foi o de avaliar os possíveis mecanismos 

de desenovelamento da Na,K-ATPase na sua forma solubilizada (utilizando 

o detergente C12E8) e ainda para a enzima reconstituída em lipossomos de 

DPPC:DPPE. 

Para isso foram empregadas técnicas biofísicas (dicroísmo circular, 

fluorescência, infravermelho e calorimetria) e também bioquímicas 

(atividade enzimática ATPase e pNFFase) na caracterização da enzima 

durante o seu processo de desnaturação com a temperatura, pH (através 

da variação dos meios tamponantes) e o agente caotrópico cloreto de 

guanidina. Além disso, foram também analisadas diferentes relações 

proteína/detergente através das técnicas de tensão superficial e 

elasticidade (método da gota pendente). 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Preparação da Na,K-ATPase solubilizada e purificada na forma 

(αβ)2 

As frações de membrana da Na,K-ATPase foram extraídas da 

medula externa de rim de coelho e homogeneizadas em tampão Imidazol 

20 mmol.L-1, pH 6,8, contendo sacarose 0,25 mol.L-1, EDTA 6 mmol.L-1e 

Tris 6 mmol.L-1, a 4oC. O homogeneizado bruto obtido foi centrifugado a 

10.000xg por 35 minutos, a 4oC, sendo que o pellet foi desprezado e o 

sobrenadante submetido a uma ultracentrifugação a 180.000xg por 1 

hora, a 4oC. O pellet obtido na ultracentrifugação foi ressuspenso e 

novamente homogeneizado no tampão inicial. A fração de membrana 

obtida foi então incubada com C12E8 na relação proteína:detergente de 

1:1 (p/p), instantaneamente a 4oC e em seguida ultracentrifugada a 

100.000xg por 1,5 hora, a 10oC e a Na,K-ATPase solubilizada foi obtida 

no sobrenadante. Em seguida, a enzima foi concentrada utilizando-se 

um sistema Amicon, equipado com membrana YM-10 e posteriormente 

dialisada em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 

mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1e C12E8 0,005 mg.mL-1 por 2 horas, a 4oC 

(Santos et al., 2002). 

A Na,K-ATPase solubilizada foi purificada em sistema Äkta 

purifier (Amersham Biosciences) empregando-se coluna de Sepharose 

6FF (2,6 x 200 cm), equilibrada e eluída com tampão Tris.HCl 5 mmol.L-

1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 

mg.mL-1, a 4oC. O eluato foi monitorado continuamente a 280 nm e as 
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frações coletadas foram acompanhadas por atividade pNFFase e 

ATPase. As frações que apresentam atividade ATPase foram reunidas e 

concentradas por ultrafiltração em sistema Amicon, dialisadas em 

tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo C12E8 0,005 mg.mL-1 por 

2 horas a 4oC, congeladas empregando-se gelo seco e acetona e 

finalmente armazenadas em freezer a –20oC.  

 

3.2 Dosagem de proteína 

As concentrações de proteína foram determinadas pelo método 

descrito por Hartree (1972) na presença de SDS 20% (p/v) utilizando a 

soroalbumina bovina (BSA) como padrão. 

 

3.3 Determinação da atividade ATPase 

A atividade ATPase foi determinada descontinuamente a 37oC, 

utilizando-se um espectrofotômetro Spectronic Modelo Genesis 2 

(Milton Roy), pela dosagem do fosfato inorgânico liberado, em meio 

reacional HEPES 50 mmol.L-1, pH 7,5, contendo ATP 3 mmol.L-1, KCl 10 

mmol.L-1, MgCl2  5 mmol.L-1 e NaCl 50 mmol.L-1 em volume final de 1,0 

mL, conforme descrito por Santos e Ciancaglini (2000). A reação foi 

sempre iniciada pela adição de enzima ao meio reacional e interrompida 

pela adição de solução gelada de TCA 30% (p/v), em tempos reacionais 

pré-estabelecidos.  

Os tubos foram, então, colocados em banho de gelo para diminuir 

a hidrólise do ATP e então imediatamente centrifugados por 10 minutos. 

Em seguida, foi efetuada a dosagem de fosfato, seguindo o método 
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descrito por Heinonen e Lahti (1981). Em cada experimento foram 

incluídos controles sem a enzima para se estimar a hidrólise não 

enzimática do substrato. Uma unidade de enzima foi definida 

arbitrariamente como 1nmol de fosfato liberado por minuto, nas 

condições padrões do teste. 

 

3.4 Determinação da atividade pNFFase por método descontínuo 

 A atividade p-nitrofenilfosfatase (pNFFase) da enzima foi 

determinada descontinuamente, a 37oC, através da liberação de p-

nitrofenolato, em 410 nm (ε410 nm, pH 13 = 17.600 M-1.cm-1), em um 

espectrofotômetro Spectronic Modelo Genesis 2 (Milton Roy). As 

condições padrões dos ensaios foram: HEPES 50 mmol.L-1, pH 7,5, 

contendo: pNFF 10 mmol.L-1, KCl 15 mmol.L-1 e MgCl2 10 mmol.L-1 em 

um volume final de 1,0 mL, conforme descrito por Santos e Ciancaglini 

(2000). A reação foi iniciada pela adição da enzima ao meio reacional e 

interrompida pela adição de NaOH 1 mol.L-1, em tempos 

preestabelecidos. 

 Em cada experimento foram incluídos controles sem a enzima para 

se estimar a hidrólise não enzimática do substrato. Uma unidade de 

enzima foi definida arbitrariamente como 1nmol de p-nitrofenolato 

liberado por minuto, nas condições padrões do teste. 

 

3.5 Preparação da mistura lipídio-detergente 

 A mistura lipídio-detergente para a obtenção dos lipossomos foi 

preparada dissolvendo-se o fosfolipídio em clorofórmio, sendo este 
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removido através da passagem de uma corrente de nitrogênio pela 

solução com formação de um filme nas paredes do recipiente. Este filme 

foi mantido a vácuo por 1 hora, para garantir a completa secagem e 

desidratação do meio. Os lipídios foram então ressuspensos em tampão 

Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 

mmol.L-1 e C12E8 10 mg.mL-1 e deixado em banho-maria à temperatura 

de 60oC durante uma hora com agitações a cada 10 minutos. 

Posteriormente, a mistura de lipídios solubilizados foi sonicada por 1 

minuto, empregando-se sonicador de ponta (VibraCell VC-600) e 

deixada por 1 hora à temperatura ambiente.  

  

3.6 Reconstituição da Na,K-ATPase em lipossomos e clivagem com 

tripsina 

Os proteolipossomos foram preparados por co-solubilização de 

lipídios e proteína, na proporção de 1:1 (p/p) de DPPC:DPPE 

(dipalmitoilfosfatidilcolina: dipalmitoilfosfatidiletanolamina) e 1:3 (p/p) 

lipídio:proteína. A Na,K-ATPase solubilizada e purificada foi adicionada 

à mistura de lipídios e detergente por 10 minutos e esta suspensão foi 

mantida em banho de gelo. O detergente foi em seguida removido pela 

adição da resina Biobeads (200 mg.mL-1) com trocas em intervalos de 5, 

10 e 45 minutos. A resina foi separada da solução por centrifugação a 

4.000xg por 10 minutos e, finalmente, a suspensão de vesículas foi 

ultracentrifugada por 1 hora, a 100.000xg e 4oC, e o pellet foi 

ressuspenso em 5 mmol.L-1 de tampão Tris.HCl, pH 7.0, contendo KCl 

150 mmol.L-1. 
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Para realizar a clivagem da enzima, a Na,K-ATPase reconstituída 

em lipossomos de DPPC:DPPE (0.6 mg.mL-1) foi tratada com 0,2 mg.mL-

1 de tripsina durante 30 minutos a 37oC. As unidades polipeptídicas e 

tripsina foram eliminadas por ultracentrifugação por 1 h a 100.000xg e 

4°C, e os pellets foram ressuspensos em 5 mmol.L-1 de tampão Tris.HCl, 

pH 7.0, contendo KCl 150 mmol.L-1. 

 Os lipossomos, livres de Na,K-ATPase, foram preparados pela 

adição de tampão ao invés da solução de enzima purificada e 

processado conforme descrito anteriormente. 

 

3.7 Inativação térmica 

A inativação térmica da enzima foi avaliada monitorando-se tanto 

a atividade pNFFase quanto a atividade ATPase, para a Na,K-ATPase 

solubilizada e incorporada em lipossomos. A enzima foi mantida em um 

banho termostático em temperaturas fixas de: 50,0°C; 52,5°C; 55,0°C; 

57,5°C; 60,0°C; 62,5°C e 65,0°C, e alíquotas de 30 µL foram retiradas 

para a determinação da atividade, realizada conforme descrito nos ítens 

3.3 e 3.4. A temperatura foi atingida com o auxílio de um sistema 

Peltier. 

 

3.8 Cálculo dos parâmetros termodinâmicos  

Pela Eq. Log[S] = -k/2,3 . t + log[S]0  pode–se traçar um gráfico de 

log[S] x t em várias temperaturas, obtendo-se assim vários valores de k : 

 Coeficiente angular = -k/2,3 
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Com os valores de k em várias temperaturas, pode-se traçar um 

gráfico de Arrhenius (ln k x 1/T), onde T é expresso em Kelvin (°C + 

273): 

• Equação de Arrhenius: ln k = -Ea/R . 1/T + lnA ; 

• Coeficiente angular: -Ea/R; 

• Coeficiente linear: lnA. 

Neste gráfico, os valores de k obtidos da atividade ATPase resultarão 

em dois decaimentos, que foram tratados separadamente como etapas 

rápida e lenta. Para a atividade pNFFase, os parâmetros foram 

calculados para a etapa rápida e lenta observadas anteriormente. 

Assim, obtêm-se os valores da energia de ativação e da constante A. 

 

Pela Eq. Ea = RT + ∆H, obtêm-se o valor da entalpia da reação. 

Para calcular o valor da entropia, utiliza-se a relação: 

 

A = RT/Nh . e (∆S + R) /R                          (equação 1) 

 

Rearranjando esta equação, tem-se: 

 

∆S = [ln(AhN/RT) . R] – R.                      (equação 2) 

 

A energia livre de Gibbs é calculada pela equação: 

 

∆G = -RT(AhN/RT) + Ea                          (equação 3) 

onde: 
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R = 8,314 J/mol.K 

h = 6,626 x 10-34 Js  

N = 6,02 x 1023  

        

3.9 Caracterização estrutural da enzima solubilizada por Dicroísmo 

Circular (CD). 

Os estudos de dicroísmo circular (CD) foram realizados conforme 

descrito por Franzoni et al. (1997) utilizando-se um equipamento Jasco 

810 equipado com célula termostatizada do tipo Peltier (equipamento 

multiusuário obtido por um projeto da FAPESP). Os experimentos foram 

realizados para as seguintes condições: 

 

3.9.1 Temperatura - Os espectros de CD foram coletados de 200 a 

250 nm para a enzima solubilizada e reconstituída em lipossomos de 

DDPC:DPPE, na faixa de temperatura de 10°C a 80°C, com incremento 

de 5°C e agitação feita com uma barra magnética em uma célula de 

caminho óptico de 1 cm. As amostras foram incubadas por 1 minuto a 

cada temperatura para ambas amostras e a variação da temperatura foi 

realizada com o auxílio de um sistema Peltier. Para a enzima 

solubilizada os experimentos foram realizados para 37,5 µg.mL-1 da 

Na,K-ATPase na presença de tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, 

contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1. 

Para cada medida foram realizados 3 experimentos, de onde se pode 

fazer uma média dos dados obtidos. 
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3.9.2 Meios tamponantes - Os espectros foram coletados 

submetendo a Na,K-ATPase solubilizada (50 µg.mL-1) a diferentes 

valores de pH, utilizando para isto os seguintes tampões: Mes 5 mmol.L-

1 – pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; Imidazol 5 mmol.L-1 – pH 6,5; 7,0; 7,5; Tris 5 

mmol.L-1 – pH 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 e Ampol 5 mmol.L-1 – pH 9,0; 10,0. Em 

todos os tampões preparados foram adicionados EDTA 1 mmol.L-1, KCl 

150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, em cubeta de 1 cm de passo 

óptico. 

 

3.10 Cálculo da elipticidade em mdegcm2dmol-1 

A elipticidade molar foi calculada de acordo com a equação: 

 

[θ]λ =  θobs x MW (or MRW) / 10  x  d  x  C 

 

onde λ= comprimento de onda; θobs=  elipticidade observada; MW= peso 

molecular; MRW= média de peso molecular de resíduos de aminoácidos  

(O MRW usado para um grande grupo de proteínas é de 

aproximadamente 115); d= comprimento da cubeta em cm e C= 

concentração de proteína em g/mL (Adler 1973). 

 

3.11 Desconvolução dos espectros de CD 

O conteúdo da estrutura secundária foi desconvoluído a partir dos 

espectros de CD por três métodos: Selcon 3, CONTILL e CDSSTR, os 

quais fazem parte do programa de software CDPro disponível em: 

http://lamar.colostate.edu/sreeram/CDPro (Sreerama e Woody, 2000). 
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Os três programas de desconvolução foram ampliados empregando-se 

as técnicas descritas por Sreerama e Woody (2000).  

As desconvoluções foram realizadas com o auxílio do grupo de 

pesquisa da Prof. Dra. Leila M. Beltramini do IFSC-USP, através Dra. 

Patrícia Targon Campana.  

 

3.12 Caracterização estrutural por fluorescência. 

Os ensaios de fluorescência intrínseca do triptofano da enzima 

solubilizada e reconstituída em lipossomos foram realizados em cubetas 

de quartzo de caminho óptico de 1 cm, em espectrofluorímetro 

Spectronic SLM 8100 a 25°C. O comprimento de onda de excitação 

utilizado foi de 295 nm e o de emissão de 300 a 450 nm, o polarizador 

foi ajustado para excitação a 90° e emissão a 0°. A voltagem 

fotomultiplicadora foi de 600V. Para a realização dos ensaios variou-se: 

 

3.12.1 Concentração de proteína. Foi realizado um gradiente de 

concentração de proteína solubilizada e purificada em tampão Tris.HCl 

5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e 

C12E8 0,005 mg.mL-1, variando-se a concentração de 1,0 a 60,0 µg.mL-1. 

 

3.12.2 Temperatura Os ensaios de fluorescência intrínseca do 

triptofano da enzima solubilizada, do proteolipossomo e do 

proteolipossomo tripsinizado foram realizados em cubetas de quartzo de 

caminho óptico de 0,1 cm. Todos os resultados mostrados são uma 

média de três experimentos realizados em cada condição. Para os 
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experimentos realizados com a enzima solubilizada, foram utilizados 

200 µL de uma concentração de proteína de 0,492 mg.mL-1. O 

proteolipossomo e o proteolipossomo tratado com tripsina foram obtidos 

conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de Material e Métodos, e 

analisados também com 200 µL de amostra. A análise de variação da 

temperatura foi realizada com um sistema de aquecimento Peltier, para 

uma faixa de temperatura de 23 a 80°C. 

 

3.12.3 Concentração de cloreto de guanidina. A Na,K-ATPase 

solubilizada (20µg.mL-1) foi incubada por 24 h  em tampão Tris.HCl 5 

mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 

0,005 mg.mL-1 na presença de concentrações crescentes de cloreto de 

guanidina: 0,005; 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 

mol.L-1. O efeito do tempo de incubação da amostra com cloreto de 

guanidina foi realizado para uma concentração do reagente de 3 mol.L-1, 

com 50 µg.mL-1 em 347 nm, em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, 

contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1. 

 

3.12.4 Meios tamponantes. Os espectros foram coletados 

submetendo a Na,K-ATPase solubilizada (20 µg.mL-1) a diferentes 

valores de pH, utilizando para isto os seguintes tampões: Mes 5 mmol.L-

1 – pH 4,0; 5,15; 6,0; Tris 5 mmol.L-1– pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e Ampol 5 

mmol.L-1 - pH 9,0 e 10,6. Em todos os tampões preparados foram 

adicionados EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1. 

O experimento foi realizado em cubeta de 1 cm de passo óptico, com 
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tempo de incubação da amostra de 4 horas. Também foram realizados 

experimentos de efeito do tempo de incubação da enzima para os 

tampões Mês pH 4,0; Tris pH 7,5 e Ampol pH 10,6. 

 

3.13 Caracterização estrutural por calorimetria 

 Esses experimentos foram realizados durante estágio de 2 meses 

realizado na Universidad Nacional de Córdoba, no laboratório dos 

professores Dr. Guillermo Montich e Dr. Bruno Maggio. O equipamento 

utilizado foi o Microcal DSC, com capacidade de 0,5 mL de amostra na 

cela. As medidas foram realizadas sobre um excesso de pressão de 20 

Mpa. A velocidade de aquecimento foi de 1°C/min. O processamento 

dos dados obtidos foram realizados com o software VPViewerDSC. 

Primeiramente, foram realizadas várias curvas de calorimetria com o 

tampão de trabalho a fim de estabilizar o equipamento. Experimentos 

de DSC para a enzima solubilizada foram realizados em tampão 

Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 

mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, com concentrações de proteína 

purificada de 1,64 µmol.L-1. Os proteolipossomos e ainda os 

proteolipossomos clivados com tripsina foram obtidos conforme descrito 

nos itens 3.5 e 3.6. Também foi realizada a calorimetria do lipossomo, 

produzido conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6. Para cada amostra 

foram realizados dois ciclos de aquecimento, com uma média de três 

medidas. 
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3.14 Caracterização estrutural por infravermelho 

3.14.1 Padronização da técnica e obtenção das medidas 

 Esses experimentos foram realizados durante estágio de 2 meses 

realizado na Universidad Nacional de Córdoba, no laboratório dos 

professores Dr. Guillermo Montich e Dr. Bruno Maggio. Os espectros de 

infravermelho foram obtidos em um Nicolet Nexus spectrometer, 

usando uma célula de CaF2 com espaçadores de teflon de 50 µm em 

uma célula metálica. O espectrofotômetro foi purgado com corrente de 

nitrogênio por 1 hora antes de ser iniciada a coleta do espectro, para 

reduzir distorções provocadas por vapor de água. As curvas foram 

obtidas no intervalo de 400 – 4000 cm-1, com uma resolução de 2 cm-1. 

Para a enzima solubilizada, a amostra foi liofilizada com sucessivas 

lavagens com o tampão de trabalho em D2O. O pellet correspondente ao 

proteolipossomo foi preparado conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de 

Material e Métodos, porém para os estudos de infravermelho o pellet foi 

ressuspenso em uma solução deuterada contendo 150 mL de KCl 150 

mmol.L-1, com sucessivas lavagens para a troca efetiva de H por D. Uma 

série de medidas foram realizadas em um tempo de 24 horas, para 

analisar se o processo de troca de H por D varia em função do tempo, e 

o processo descrito mostrou ser instantâneo. Experimentos de 

desnaturação térmica foram realizados usando um sistema Peltier de 

controle de temperatura. A média de velocidade de aquecimento foi de 

cerca de 1°C/min.  
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3.15 Medida de tensão superficial pelo método da gota pendente 

Um dos métodos de determinação da tensão superficial é baseado 

no formato de uma gota pendente. Essencialmente, o formato da gota é 

determinado por uma combinação de efeitos da tensão superficial e 

gravidade. Forças superficiais tendem a formar gotas esféricas, 

enquanto a gravidade tende a alongar a gota pendente.  

As vantagens do método são inúmeras, uma vez que utiliza 

pequenas quantidades de amostra, além do fato de que a técnica cobre 

intervalos de tempo que podem variar de segundos até horas ou dias 

(Fainerman et al., 2001), sendo que processos bastante lentos também 

podem ser acompanhados. 

As tensões superficiais foram medidas pelo método da gota 

pendente, empregando o método da análise do perfil eixo-simétrico da 

gota (ADSA), usando um tensiômetro automático modelo OCA-20, 

Dataphysics, Alemanha. Para tal, uma gota da solução aquosa de 

interesse é formada por uma seringa, acoplada a uma bomba de 

injeção, na extremidade de uma agulha com ponta reta e diâmetro 

conhecido, contida em uma cubeta ótica contendo um certo volume da 

solução trabalhada, para manter a atmosfera saturada, de forma a 

evitar a evaporação da gota durante as medidas. Dessa forma, a gota 

pode ser filmada por meio de uma câmara CCD. Um programa com um 

processo de disparo programado de filmagem, a partir do 

posicionamento conveniente de uma linha de referência, permite filmar 

imagens mesmo antes da formação da gota. O tempo zero é definido 

com a formação da interface (gota) após analisar o filme e selecionando-
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o quadro a quadro. A tensão superficial é determinada digitalizando a 

imagem e analisando o seu perfil, quadro a quadro, ajustando-o à 

equação de Young-Laplace (Davies e Rideal, 1963). 

 

3.16 Elasticidade Dilatacional Superficial 

Para as medidas de elasticidade superficial dilatacional, o mesmo 

aparato foi utilizado (OCA-20, Dataphysics), com o adicional de um 

sistema de oscilação de freqüência, e um software adequado para a 

aquisição dos dados. 

Dessa forma, a oscilação na gota é iniciada depois de o sistema 

ter atingido o equilíbrio, acompanhado pela não variação da tensão 

superficial em função do tempo. Foi estabelecido como equilíbrio o 

sistema que apresentava variação de tensão superficial menor que 0,5  

mN.m-1 durante um intervalo de tempo de 10 minutos. 

Um dispositivo piezelétrico, conectado a um gerador de função de onda 

e localizado acima da agulha, produz um movimento senoidal na gota, 

em valores específicos de freqüência e amplitude pré-determinados. As 

imagens da oscilação da gota são também gravadas com uma vídeo-

câmera. Ao final do experimento, o software recupera as imagens e 

calcula os valores de área e o valor de tensão superficial 

correspondente, para cada ciclo de oscilação aplicado. Por meio de 

análise por transformada de Fourier, o módulo dilatacional superficial 

complexo (E) e o ângulo de fase (θ) são determinados.  
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4. Resultados e Discussão 

 Proteínas são macromoléculas relativamente estáveis, entretanto, 

altamente susceptíveis à degradação, tanto química quanto física. A 

degradação química se refere geralmente a modificações envolvendo 

ligações covalentes, como deaminação e oxidação. Já as degradações 

físicas envolvem desenovelamento de proteínas e ainda agregação. Como 

cada proteína é única, terá também uma única característica de 

estabilidade sobre condições diversas de desnaturação (alterações nos 

valores de pH, temperatura e ainda adição de agentes desnaturantes 

químicos, como cloreto de guanidina e uréia), podendo ser caracterizada 

esta estabilidade a partir destes processos (Mierlo et al., 2000; Chi et al., 

2003). 

Para avaliar a estabilidade da Na,K-ATPase (tanto para a enzima 

solubilizada na forma (αβ)2 quanto para a proteína inserida em sistemas 

de lipossomos constituídos de DPPC:DPPE), foram realizados estudos de 

desnaturação térmica, os quais foram acompanhados por variações na 

atividade enzimática (ATPase e pNFFase) desta proteína e também pelas 

técnicas de dicroísmo circular, fluorescência, infravermelho e calorimetria.  

Além disso, a fluorescência e o dicroísmo circular foram utilizados para 

acompanhar variações na estrutura da enzima com a ação do agente 

desnaturante cloreto de guanidina e também pelas variações do pH do 

meio. Finalmente, o efeito de diferentes proporções entre a proteína e o 

detergente utilizado na sua solubilização foram avaliados através das 

técnicas de tensão superficial e elasticidade, com o acompanhamento da 

atividade ATPase. 
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4.1 Desnaturação térmica da Na,K-ATPase solubilizada e em sistemas 

de DPPC:DPPE  

4.1.1 Análise por dicroísmo circular e atividade pNFFase 

Para determinar o processo de desenovelamento da Na,K-ATPase 

solubilizada e em lipossomos, uma série de estudos de desnaturação 

térmica foram realizados, monitorando-se a proteína tanto por técnicas 

biofísicas (para a avaliação de alterações na estrutura) quanto por 

técnicas bioquímicas, através da análise da atividade, utilizando para isto 

o substrato pNFF. 

Assim, para avaliar primeiramente os efeitos na estrutura 

secundária da Na,K-ATPase foram obtidos espectros de dicroísmo circular 

para a enzima solubilizada variando a temperatura de 10 a 80°C (Figura 

1). Os espectros revelam uma característica de estrutura secundária 

predominante em α-hélice. 

 Na Figura 2 é mostrado o gráfico da elipticidade em 222 nm em 

função da temperatura, além do efeito na atividade pNFFase para a 

enzima solubilizada com C12E8. Para os resultados de elipticidade, é 

mostrado um ajuste sigmoidal, sugestivo de uma transição de 

desenovelamento cooperativo da forma dimérica até atingir uma forma 

desnaturada a altas temperaturas. Além disso, observa-se uma redução 

dos valores de elipticidade em cerca de 30% do valor inicial. À 

temperatura de 60°C, quando se pode considerar que a proteína está 

completamente desnaturada (ocorre uma perda completa da atividade 

pNFFase), os valores de elipticidade são reduzidos para 25% do valor de 

elipticidade inicial (T=10°C). O ponto médio de desenovelamento (Tm) 
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observado para a enzima solubilizada foi de 43,7°C. Depois da 

desconvolução dos espectros de dicroísmo, esta diminuição em valores 

absolutos de elipticidade corresponde à diminuição do conteúdo de α-

hélice de 40 para 28%. 

  Os resultados de atividade pNFFase observados para a 

desnaturação térmica da enzima indicam uma possibilidade de ajuste em 

que se observam dois pontos de cooperatividade, com a primeira transição 

ocorrendo com redução de 30% da atividade inicial a T50% de 35°C, e o 

segundo com T50% de 52°C. Além disso, os valores de atividade se reduzem 

a zero antes de ocorrer a completa perda da estrutura secundária da 

enzima. 

 O espectro de dicroísmo circular para a Na,K-ATPase solubilizada e 

incorporada em lipossomos é mostrado na Figura 3 para duas 

temperaturas. A 25°C, o espectro de ambos apresenta um perfil similar, e 

os mínimos característicos de conteúdo de estrutura secundária α-hélice 

(208 e 222 nm) estão presentes. A 80°C, um aumento na absorbância 

óptica da amostra impossibilita a coleta de dados em comprimentos de 

onda menores que 210 nm, entretanto o perfil dos espectros indica um 

mínimo em 222 nm, o qual é consistente com a preservação dos elementos 

da estrutura secundária para esta temperatura. 

Para se relacionar a estrutura secundária da enzima solubilizada 

com sua estrutura quando inserida na membrana, a caracterização da 

Na,K-ATPase por dicroísmo circular (CD) durante a desnaturação térmica 

também foi realizada para a enzima em lipossomos de DPPC:DPPE, com o 

acompanhamento da atividade pNFFase (Figura 4). Os valores dos sinais 
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Figura 1. Análise de CD da desnaturação térmica da Na,K-ATPase 

variando a temperatura de 10°C a 80°C em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, 

pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 

mg.mL-1. Os espectros foram realizados conforme descrito no item 3.9.1 de 

Material e Métodos. 
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Figura 2. Desnaturação térmica da Na,K-ATPase solubilizada na presença 

de 0,005 mg.mL-1 de C12E8. O gráfico apresenta as variações nos valores 

de elipticidade relativa a 222 nm (●), obtidos a partir da Figura 1. A 

atividade pNFFase em função da variação da temperatura (○) foi 

determinada conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos.  
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Figura 3. Espectros de dicroísmo circular da Na,K-ATPase a 25°C e 80°C 

para a enzima solubilizada  ou reconstituída em lipossomos de 

DPPC:DPPE (_____) em Tris-HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo 150 mmol.L-1 

de KCl. Os espectros foram obtidos conforme descrito no item 3.9.1 de 

Material e Métodos. 

 

 



                                                                                   Resultados e Discussão 

 44

10 20 30 40 50 60 70 80

-6,0

-6,5

-7,0

-7,5

-8,0

-8,5

 

(
 ) 

El
lip

tic
id

ad
e 22

2 
nm

 (m
de

g 
cm

2  d
m

ol
-1
)

Temperatura (°C)

0

20

40

60

80

100

 

(
) Atividade pN

FF Inicial  (%
)

 

 

Figura 4. Desnaturação térmica da Na,K-ATPase reconstituída em 

lipossomos de DPPC:DPPE, obtido conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de 

Material e Métodos. O gráfico apresenta as variações nos valores de 

elipticidade relativa a 222 nm (●), a partir dos espectros apresentados na 

Figura 3. A atividade pNFFase em função da variação da temperatura (○) 

foi determinada conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos. 
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de elipticidade sofreram uma redução de 31% com um ajuste sigmóide, 

com T50% de 42°C. A desconvolução dos espectros de dicroísmo da enzima 

reconstituída apresentaram valores de 31% iniciais de α-hélice, o qual 

diminuiu para 24%. Já a redução dos valores de atividade pode ser 

mostrada novamente por um ajuste com duas transições. No primeiro 

passo a atividade inicial é reduzida em 53% do valor inicial (100%), com 

temperatura de transição de 25°C, e o segundo passo apresenta uma 

ausência de atividade, com T50% de 53°C. 

 O comportamento esperado seria o de um aumento na temperatura 

do ponto médio de desenovelamento (Tm), em decorrência de uma maior 

estabilidade da enzima conferida pela bicamada lipídica. Ao invés disso, 

observamos uma Tm bastante semelhante para aquela observada para a 

enzima solubilizada, representada pelo valor de 46°C no proteolipossomo. 

Além disso, a atividade da enzima é completamente abolida na mesma 

temperatura que foi observada para a enzima solubilizada (60°C). 

 Para a compreensão deste processo é necessário saber que a Na,K-

ATPase é composta de regiões que estão expostas ao meio aquoso e outras 

regiões que estão em contato com os componentes lipídicos da membrana 

(Esquema I). Além disso, os fragmentos transmembrana da Na,K-ATPase 

são altamente estáveis e não contribuem para a transição de 

desenovelamento da proteína na temperatura estudada. Já as porções 

extra e intracelulares podem ter o mesmo comportamento de proteínas 

solúveis em água. É descrito ainda que o lado intracelular possui uma 

grande alça citoplasmática (composto por 440 resíduos de aminoácido), o 
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qual deve representar a maior unidade cooperativa de desenovelamento da 

enzima (Grinberg et al., 2001). 

 Vale a pena também comentar que o proteolipossomo foi preparado 

no nosso laboratório conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de Material e 

Métodos, e que a caracterização cinética da Na,K-ATPase neste sistema foi 

realizada e mostrou ter uma orientação “right-side-out” (Santos e 

Ciancaglini, 2003), ou seja, os domínios citoplasmáticos da enzima estão 

voltados para o lado extracelular do proteolipossomo. A grande alça 

citoplasmática fica acessível ao processo de desnaturação térmica, 

apresentando então grande semelhança com os resultados obtidos para a 

enzima solubilizada, e justificando assim o fato da enzima perder 

completamente a atividade, sem contudo apresentar uma significativa 

redução da sua estrutura secundária. 

Outros autores também realizaram estudos de desnaturação 

térmica da Na,K-ATPase. Jorgensen e Andersen (1985), através de estudos 

de termoinativação, mostraram que a agregação das unidades αβ a altos 

oligômeros acompanham a inativação térmica da Na,K-ATPase solúvel e 

na membrana, e estes autores sugerem que os passos para o processo de 

desnaturação ocorra em duas etapas, sendo possível que a inativação 

térmica da atividade da Na,K-ATPase envolva um aumento na exposição 

dos resíduos hidrofóbicos ao solvente polar, com resultante 

desestabilização da estrutura da proteína.  

Já Heimburg et al. (1997) estudaram a enzima utilizando a 

espectroscopia de infravermelho, demonstrando que a atividade catalítica 

da Na,K-ATPase de membrana de tubarão a altas temperaturas diminui 
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rapidamente com o aumento da temperatura e a enzima se torna 

praticamente inativa a 58ºC, temperatura bem próxima  à encontrada 

neste estudo (60ºC tanto para a enzima solubilizada quanto para a enzima 

incorporada em lipossomos). 

 Donnet et al. (2001), em seus estudos de desnaturação térmica da 

enzima extraída de rim de rato através de clivagem proteolítica, também 

demonstraram que a enzima, quando aquecida a 55ºC, é desnaturada, e 

mostraram que a proteína mantém nestas condições parte de sua 

estrutura secundária (“molten globule”). Eles sugerem ainda que o 

processo de desnaturação térmica da Na,K-ATPase ocorra em estágios, 

com a extremidade C-terminal sendo exposta ao lado extracelular. 

 

4.1.2 Estudos de infravermelho 

Com o objetivo de complementar os estudos realizados empregando-

se a técnica de dicroísmo circular, foram realizados espectros da 

desnaturação térmica da enzima por espectroscopia de infravermelho. 

Para esses experimentos utilizamos a enzima inserida em lipossomos 

constituídos de DDPC:DPPE. 

Assim, inicialmente é necessário padronizar a obtenção dos 

proteolipossomos na presença de D2O, para posterior obtenção dos 

espectros na ausência de água (resultados não mostrados). Os espectros 

de absorção dos proteolipossomos (Na,K-ATPase-DPPC:DPPE) obtidos 

revelaram uma banda relativamente intensa entre os números de onda de 

1600 e 1700 cm-1, confirmando mais uma vez a presença da proteína nos 

sistemas vesiculares em questão (Figura 5). Uma análise da variação da 
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absorbância em função da temperatura revela que tanto para o número de 

onda de 1650 cm-1 quanto para 1640 cm-1 se pode observar uma 

diminuição nos valores de absorbância conforme se tem um aumento na 

temperatura (Figura 6), o que significa uma redução das estruturas 

secundárias α-hélice e β-folha. Porém, para 1618 cm-1 ocorre um aumento 

nos valores de absorbância a partir de cerca de 45ºC, indicando um 

processo de agregação começando nessa temperatura. Arrondo et al. 

(1994) também concluíram que o processo de desnaturação da citocromo 

c oxidase analisada por FTIR com o aumento da temperatura ocorre 

devido a um processo de agregação da proteína. De acordo com os 

autores, isso é coerente com o fato de que se mantém muito da estrutura 

secundária da enzima durante o experimento. Isso muito provavelmente 

está em concordância com os resultados de desnaturação em função da 

variação da temperatura obtidos para a Na,K-ATPase tanto para dicroísmo 

circular quanto para infravermelho. 

Diversos autores descrevem que os processo de desnaturação acima 

de 40°C (temperatura de transição dos lipídios) levam à agregação na 

forma α-α, sem a participação da subunidade β, e ainda que um 

aquecimento acima de 60ºC leva a uma completa perda da atividade 

enzimática (Donnet et al., 2001; Rigos et al., 2006). Foram realizados 

previamente estudos de infravermelho do proteolipossomo clivado com 

tripsina, que mostrou que os resultados descritos aqui são coerentes, uma 

vez que para essa amostra a banda correspondente ao processo de 

agregação desaparece, justificando assim a agregação ocorrer através dos 

domínios extra-lipossomais da subunidade α.  
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Figura 5. Espectros de Infravermelho obtidos para o proteolipossomo 

(Na,K-ATPase-DPPC:DPPE), obtidos em função da variação da 

temperatura (23 a 74ºC), conforme descrito no item 3.14 de Material e 

Métodos. O tratamento dos dados foi realizado para a região da banda 

amida I. 
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Figura 6. Absorbâncias dos números de onda (•) 1650 cm-1 e ( ) 1640 

cm-1 (A) e (•) 1618 cm-1 e ( ) 1624 cm-1 (B) em função da variação da 

temperatura (23 a 74ºC). Os valores foram obtidos a partir dos espectros 

da Figura 5. 
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Com isso, fica claro que o processo de perda de atividade da Na,K-

ATPase, tanto para a enzima solubilizada quanto para o proteolipossomo, 

pode ocorrer sem contudo haver uma perda considerável de estrutura 

secundária da enzima. 

 Vale a pena comentar que muitas tentativas para identificar as 

subunidades α e β separadas ou associadas tanto na forma αβ quanto na 

(αβ)2 foram realizadas por cromatografia por exclusão (coluna de Superose) 

e eletroforese não desnaturante (resultados não mostrados). As 

cromatografias renderam picos nas massas moleculares esperadas, mas 

não apresentaram reprodutibilidade: alguns cromatogramas mostraram 

que a proteína se apresentava em um único pico (referente ao volume de 

exclusão da coluna), em outros casos ocorreram sobreposições dos picos, 

sugerindo que pequenas mudanças na concentração de proteína, 

quantidade de detergente, condicionamento da amostra protéica, 

temperatura e processo de congelamento afetam significativamente o 

resultado obtido. Assim, nesse caso é necessário investir mais tempo para 

compreender um pouco mais todos esses mecanismos. 

 

4.1.3 Estabilidade térmica da Na,K-ATPase solubilizada e 

reconstituída em lipossomos  constituídos de DDPC:DPPE, analisada 

por atividade ATPase e pNFFase. 

A termodinâmica de desnaturação de proteínas de membrana não 

tem sido estudada com a mesma extensão que de proteínas solúveis (em 

água). Isto ocorre devido a diversas razões, como a dificuldade de obter 

proteínas de membrana em quantidades suficientes para estes estudos, a 
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complexidade de suas interações com o ambiente lipídico ou de detergente 

e sua tendência a agregar durante o processo de desnaturação. 

Entretanto, estudos termodinâmicos podem fornecer uma maior 

compreensão das forças estabilizadoras de proteínas de membrana e as 

mudanças estruturais que elas sofrem a altas temperaturas, bem como 

realçar características específicas de uma proteína em um ambiente 

anfifílico (Sehgal e Otzen, 2006). 

Assim, a obtenção dos valores termodinâmicos importantes como 

energia de ativação (Ea), entalpia (∆H), entropia (∆S) e energia de Gibbs 

(∆G) para a avaliação da estabilidade da Na,K-ATPase foi realizada através 

do efeito do tempo na inativação da enzima incorporada a sistemas de 

DPPC:DPPE em diferentes temperaturas. É muito importante também o 

estudo termodinâmico comparativo entre a enzima solubilizada e a 

reconstituída em sistemas miméticos de membrana porque assim se pode 

relacionar o quão estável é a proteína fora do ambiente lipídico. Este efeito 

foi avaliado para a atividade catalítica utilizando os substratos ATP e 

pNFF. 

 A desnaturação da Na,K-ATPase em lipossomos nas temperaturas 

escolhidas foi monitorada por um período de até 200 min, para um 

intervalo de temperatura de 50 a 65°C, conforme procedimento descrito no 

item 3.7 de Material e Métodos. No tempo zero, os valores de atividade 

foram considerados como 100%. A redução na atividade catalítica da 

enzima neste intervalo de tempo, para o substrato pNFF, pode ser descrita 

como a soma de dois decaimentos exponenciais, o primeiro mais rápido e 

o segundo mais lento (Figura 7). O tempo relacionado ao término do 
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primeiro decaimento diminui conforme se tem um aumento da 

temperatura de incubação; de 50°C até 57,5°C este tempo chega a 30 

minutos, sendo reduzido a apenas 5 minutos quando a temperatura 

empregada é de 65°C. Além disso, para a temperatura de 52,5°C tem-se 

uma redução de 50% em relação à atividade inicial para o tempo de 210 

minutos, enquanto que a incubação a 65°C leva a uma redução quase 

completa da atividade da enzima após 20 minutos.  

 O mesmo processo de avaliação da estabilidade da enzima em 

sistemas de lipossomos de DPPC:DPPE foi realizado para o substrato ATP 

(Figura 8). Neste caso, o processo pode ser descrito ocorrer em apenas 

uma etapa, para uma variação de temperatura de 50 a 65°C. Uma 

ausência de atividade é encontrada após 150 minutos para 57,5°C, 40 

minutos para 60,0°C, 25 minutos para 62,5°C e apenas 10 minutos para 

65,0°C. Para temperaturas menores de incubação, a redução da atividade 

encontrada não ocorre de maneira completa; por exemplo, para 52,5°C a 

redução chega a 25% da inicial após 3,5 horas de incubação. 

 A partir das regressões lineares obtidas neste experimento, pode-se 

calcular o valor de k, e então construir o gráfico de ln k em função do 

inverso da temperatura, conhecido como “gráfico de Arrhenius” (Figura 

11). Utilizando o pNFF como substrato (Figura 11A), é possível construir 

duas retas a partir dos valores iniciais de estabilidade térmica a várias 

temperaturas, uma correspondendo à etapa rápida do processo de 

desnaturação, enquanto a outra corresponde à etapa lenta. Para cada 

processo, foram calculados os valores de Ea, ∆H, ∆S e ∆G, os quais estão 

sumarizados na Tabela I, conforme descrito no item 3.8 de Material e 
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Métodos. Já o gráfico obtido a partir dos resultados realizados com o 

substrato ATP apresentou um perfil onde pode ser realizado um ajuste em 

que se obtém uma reta (Figura 11B), e a partir dessa também foram 

calculados os parâmetros termodinâmicos, mostrados na Tabela I. 

 

Tabela I. Valores termodinâmicos de inativação da Na,K-ATPase inserida 

em lipossomos de DPPC:DPPE para os substratos ATP e pNFF. Os valores 

foram obtidos a partir das Figuras 11A e 11B, conforme descrito no item 

3.8 de Material e Métodos. 

 

Substrato 

 

Etapa 

Ea 

(kcal) 

∆H° 

(kcal.mol-1) 

∆S° 

(cal.mol-1) 

∆G° 

(kcal.mol-1) 

 

ATP 

 

Única 

 

71,14 

 

71,83 

 

0,148 

 

26,23 

 

Rápida 

 

39,00 

 

38,40 

 

0,052 

 

22,73 

 

 

pNFF  

Lenta 

 

76,28 

 

75,68 

 

0,168 

 

26,03 

 

 

Conforme se pode observar a partir dos parâmetros termodinâmicos 

mostrados na Tabela I, os valores de ∆H° e ∆G° para a etapa lenta do 

substrato pNFF (75,68 e 26,03 kcal.mol-1) e o ATP (71,83 e 26,23 kcal.mol-

1) foram extremamente semelhantes. Isso mostra que, apesar dos sítios de 

ligação dos substratos estarem localizados em locais diferentes, e ainda 

que o ciclo reacional de ambos serem distintos, eles são afetados da 
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mesma maneira quando a Na,K-ATPase inserida em lipossomos é 

aquecida a diferentes temperaturas (Krumscheid et al., 2004; Tanoue et 

al., 2006).  

A desnaturação da Na,K-ATPase solubilizada nas temperaturas 

escolhidas foi monitorada por um período de até 150 minutos, para um 

intervalo de temperatura de 52,5 a 62,5ºC, conforme procedimento 

descrito no item 3.7 de Material e Métodos. No tempo zero, novamente os 

valores de atividade foram considerados como 100%. A redução na 

atividade catalítica da enzima nesse intervalo de tempo, para o substrato 

pNFF, pode ser descrita como a soma de dois decaimentos exponenciais, o 

primeiro mais rápido e o segundo mais lento (Figura 9). O tempo 

relacionado ao término do primeiro decaimento diminui conforme se tem 

um aumento da temperatura de incubação: de 50ºC até 57,5ºC este tempo 

chega a 50 minutos, e quando a temperatura é de 62,5ºC não é possível 

visualizar a etapa lenta desse gráfico, pois a desnaturação ocorreu muito 

rapidamente. Além disso, para a temperatura de 52,5ºC tem-se uma 

redução de 20% em relação à atividade inicial para o tempo de 150 

minutos, enquanto que a incubação a 62,5ºC leva a uma redução quase 

completa da atividade da enzima após 5 minutos. 

O mesmo experimento foi realizado para a enzima solubilizada na 

presença do substrato ATP. Nesse caso, o processo também ocorreu em 

duas etapas, o primeiro mais rápido e o segundo mais lento, para uma 

variação de temperatura de 50 a 62,5ºC. Após 150 minutos, a atividade 

ATPase atingiu 40% da atividade inicial para a temperatura de 57,5ºC, 

50% para 60,0ºC e chegou a zero em 100 minutos para 62,5ºC. Para 
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temperaturas menores de incubação, a redução da atividade encontrada 

não ocorre de maneira completa; por exemplo, para 52,5ºC a redução 

chega a 25% da inicial após 2,5 horas de incubação (Figura 10).  

Do mesmo modo que foi feito para o proteolipossomo, foi construído 

o gráfico de ln K em função de 1/T, para assim serem obtidos os valores 

termodinâmicos do processo de desnaturação. Como pode ser observado 

na Figura 11C, foi possível construir somente uma reta a partir dos 

valores iniciais de estabilidade térmica a várias temperaturas para o 

substrato pNFF, reta essa referente à etapa lenta do processo. Isto 

provavelmente se deve à alta sensibilidade da enzima solubilizada a 

variações de temperatura quando ela atua na hidrólise do substrato pNFF, 

não sendo possível uma relação linear no gráfico de Arrhenius. Logo, 

foram calculados os valores de Ea, ∆H, ∆S e ∆G somente para a etapa 

lenta, os quais estão sumarizados na Tabela II, conforme procedimento 

descrito no item 3.8 de Material e Métodos. No caso da desnaturação 

térmica da enzima solubilizada com a utilização do substrato ATP foi 

possível construir duas retas, referentes às etapas lenta e rápida do 

processo de desnaturação (Figura 11D); os valores termodinâmicos 

obtidos estão na Tabela II.   

No caso da enzima solubilizada, embora os valores de ∆G° obtidos 

sejam bastante similares, foi encontrado um valor muito maior de ∆H para 

a inativação obtida com o substrato pNFF na etapa lenta (108,85  

kcal.mol-1) quando comparado à etapa lenta do ATP (49,10 kcal.mol-1).  
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Figura 7. Estabilidade térmica em diferentes temperaturas para a Na,K-

ATPase reconstituída em lipossomos de DPPC:DPPE, obtido conforme 

descrito nos itens 3.5 e 3.6 de Material e Métodos. A atividade pNFF foi 

determinada conforme procedimento descrito no item 3.4 de Material e 

Métodos.  
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Figura 8. Estabilidade térmica em diferentes temperaturas para a Na,K-

ATPase reconstituída em sistemas de lipossomo de DPPC:DPPE, obtido 

conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de Material e Métodos. A atividade 

ATPase foi determinada conforme procedimento descrito no item 3.3 de 

Material e Métodos. 
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Figura 9. Estabilidade térmica em diferentes temperaturas para a Na,K-

ATPase solubilizada com C12E8. A atividade pNFF foi determinada 

conforme procedimento descrito no item 3.4 de Material e Métodos. 
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Figura 10. Estabilidade térmica em diferentes temperaturas para a Na,K-

ATPase solubilizada com C12E8. A atividade ATPase foi determinada 

conforme procedimento descrito no item 3.3 de Material e Métodos. 
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Figura 11. Gráficos de Arrhenius obtidos a partir dos valores de 

estabilidade térmica para a Na,K-ATPase: A. inserida em sistemas de 

DPPC:DPPE para o substrato pNFF - etapas rápida (○) e lenta (●); B. 

inserida em sistemas de DPPC:DPPE para o substrato ATP; C. solubilizada 

com C12E8 para o substrato pNFF para a etapa lenta; D. Na,K-ATPase 

solubilizada com detergente C12E8 para o substrato ATP  para as etapas 

rápida (●) e lenta (○). 
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Tabela II. Valores termodinâmicos de inativação da Na,K-ATPase 

solubilizada com detergente C12E8 para os substratos ATP e pNFF. Os 

valores foram obtidos a partir das Figuras 11C e 11D, conforme descrito 

no item 3.8 de Material e Métodos. 

 

 

Substrato 

 

Etapa 

Ea 

(kcal) 

∆S° 

(kcal.mol-1) 

∆H° 

(kcal.mol-1) 

 ∆G° 

(kcal.mol-1) 

 

Rápida 

 

47,58 

 

0,074 

 

47,00 

 

24,83 

 

 

ATP  

Lenta 

 

49,70 

 

0,084 

 

49,10 

 

23,90 

 

Rápida 

 

nd 

 

nd 

 

nd 

 

nd 

 

 

pNFF  

Lenta 

 

109,44 

 

0,268 

 

108,85 

 

28,94 

nd: não determinado 

 

Uma comparação destes resultados descritos aqui pode ser feita 

com o trabalho realizado por Jorgensen e Andersen (1985). A partir da 

enzima obtida de rim de porco, eles realizaram um estudo de inativação 

térmica comparativo entre a enzima de membrana e a solubilizada 

também na presença do detergente C12E8, na forma αβ, e ainda 

compararam as formas da enzima nos estados E1 e E2, utilizando em 

todos os casos o substrato ATP. Eles observaram que a inativação ocorre 

de uma maneira mais rápida para o caso da enzima na forma E1, pois 
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tanto a entalpia quanto a entropia de ativação foram maiores na forma E2 

na presença de potássio que na forma E1 na presença de potássio, 

principalmente no caso da enzima solubilizada. Vale ressaltar que nos 

resultados aqui obtidos a enzima se encontra na presença de excesso de 

potássio, portanto está preferencialmente na forma E2, o que explica a 

similaridade no caso da enzima solubilizada com os resultados 

apresentados por Jorgensen e Andersen (1985).   

No contexto de estrutura protéica, o termo estabilidade pode ser 

definido como sendo a tendência à manutenção de uma conformação 

nativa. Uma dada cadeia polipeptídica pode assumir, teoricamente, 

incontáveis conformações distintas e, como resultado disso, o estado 

desenovelado de uma proteína é caracterizado por um elevado grau de 

entropia conformacional. Essa entropia e as interações por meio das 

ligações de hidrogênio entre os diversos grupos da cadeia polipeptídica e o 

solvente tendem a manter o estado desenovelado. As interações químicas 

que se contrapõem a esses efeitos e estabilizam a conformação nativa 

incluem a ligação dissulfeto e as interações fracas (não covalentes): as 

ligações de hidrogênio e as interações hidrofóbicas bem como as iônicas. 

Uma apreciação do papel dessas interações fracas é especialmente 

importante para o entendimento de como as cadeias polipeptídicas 

dobram-se em estruturas secundárias e terciárias específicas, e 

combinam-se com outras proteínas para formar estruturas quaternárias 

(Nelson e Cox, 2002). Assim, existe uma grande dificuldade na 

interpretação dos resultados de ∆H e ∆G, pois ambos representam uma 
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soma das muitas diferentes contribuições de interações proteína-proteína, 

proteína-solvente e solvente-solvente (Seghal e Otzen, 2006). 

De acordo com a literatura, o ∆G que separa os estados enovelado e 

desenovelado em proteínas solúveis típicas sob condições fisiológicas se 

situa na faixa de apenas 5 a 15 kcal.mol-1 (Nelson e Cox, 2002). Jaenicke 

(1999) também obteve resultados semelhantes, com ∆G° de 

aproximadamente 10 kcal.mol-1 como resultado geral para numerosas 

proteínas globulares, em concordância com medidas diretas de funções 

termodinâmicas, aplicando experimentos de calorimetria. Já para 

trabalhos de desnaturação realizados com proteínas diméricas, os valores 

de ∆G encontrados se situam na faixa de 25 kcal.mol-1, o qual está em 

concordância com os resultados apresentados para a Na,K-ATPase tanto 

solubilizada quanto inserida em lipossomos de DPPC:DPPE.  

O resultado do exame de valores termodinâmicos revela uma 

diferença fundamental entre proteínas solúveis e de membrana: os 

elementos da estrutura secundária intrabicamada das proteínas de 

membrana são altamente estáveis e resistem ao desenovelamento térmico, 

enquanto que suas regiões extramembrana têm um comportamento 

similar ao de proteínas solúveis (Almansa et al., 2003; Rigos et al., 2006). 

Vários autores postularam que a menor entalpia de desnaturação medida 

para proteínas de membrana em comparação a proteínas solúveis é um 

indicativo de um incompleto desenovelamento (Minetti e Remeta 2006). 

Por exemplo, a estabilidade comformacional da bacteriorodopsina (uma 

proteína de membrana usada como sistema modelo por muitos autores) 

foi estudada através de calorimetria, e foi encontrado um valor de entalpia 
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de 110 kcal.mol-1, valor este menor do que os referentes a proteínas 

solúveis (∆H≈350 kcal.mol-1), conforme descrito por Haltia e Freire (1995) e 

Pyrpassopoulos et al. (2006). De fato, análises baseadas somente na 

porção solúvel destas proteínas fornecem maior concordância com a 

magnitude do ∆H esperado para proteínas solúveis (Minetti e Remeta, 

2006).  

Assim, este incompleto desenovelamento observado vem em 

concordância com os resultados da desnaturação térmica, uma vez que 

ocorre uma completa perda de atividade, mas não de estrutura secundária 

da Na,K-ATPase em lipossomos. 

Portanto, quando são comparados os valores obtidos de ∆H e ∆G 

para as proteínas de membrana e solúveis percebe-se que é necessária 

uma menor energia para a desnaturação destas últimas (apresentam, de 

uma maneira geral, menores valores de ∆G e maiores de ∆H), o que indica 

que as forças que estabilizam as proteínas de membrana são mais difíceis 

de serem rompidas.  

Diferenças significativas são descritas a respeito das forças que 

estabilizam proteínas de membrana em relação a proteínas solúveis. 

Especificamente, o efeito hidrofóbico que representa uma força típica 

estabilizadora em proteínas solúveis, não contribui significativamente 

para o enovelamento dentro da bicamada lipídica. Ao invés disso, as 

forças predominantes de estabilidade de proteínas de membrana vêm das 

interações de van der Walls de cadeias laterais apolares (De Grado et al., 

2003; Minetti e Remeta, 2006). 
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4.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

A técnica de DSC foi utilizada para estudos estruturais da Na,K-

ATPase solubilizada e purificada na forma (αβ)2, para o proteolipossomo 

formado de DPPC:DPPE e ainda para esse proteolipossomo previamente 

tratado com tripsina. Também foram realizados experimentos de 

calorimetria diferencial para o lipossomo formado por DPPC:DPPE, a fim 

de se verificar os valores de ∆G ∆H obtidos através desse estudo e 

compara-los com os obtidos através da cinética enzimática. 

Os resultados obtidos através dessa técnica podem ser utilizados 

para o estudo do mecanismo de desnaturação de proteínas, e fornecem 

informações sobre a organização estrutural e interações dos domínios 

cooperativos. Baseado nos valores de DSC, a análise termodinâmica 

permite a elucidação de características da estrutura terciária de proteínas 

e ainda a determinação das contribuições de interações que mantém a 

estabilidade da estrutura nativa (Grinberg et al., 2001). 

Na Figura 12A são mostrados os perfil de DSC obtidos para a Na,K-

ATPase purificada, com uma variação de temperatura de 20 a 90°C. 

Conforme se pode observar, a desconvolução do espectro resulta em 3 

picos, indicando que a enzima apresenta uma desnaturação que envolve 

três transições de seus domínios cooperativos, com temperaturas de 54,7; 

64,7 e 67,8°C. Quando a amostra é submetida a um segundo ciclo (Figura 

12B), ela passa a apresentar somente um pico de transição, com 

temperatura de 67,2°C, podendo esse corresponder à transição do terceiro 

pico obtido para o 1° ciclo da enzima solubilizada (Figura 12A). Portanto, a 

transição representada por esse pico pode ser considerada um processo 
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reversível, enquanto que os outros dois picos correspondem a processos 

irreversíveis. 

Recentemente, a DSC foi usada para estudos de desnaturação 

térmica de proteínas com multisubunidades heterólogas, como 

bacteriorodopsina, citocromo c oxidase e porinas (Brouillette et al., 1987; 

Kanh et al., 1992; Haltia et al., 1994), ou ainda proteínas de membrana, 

como a Ca,ATPase e H,K-ATPase (Lepock et al., 1990; Gasset et al., 1997), 

além da Na,K-ATPase de rim de porco (Grinberg et al., 2001). 

Grinberg et al. (2001) também encontraram três picos para a análise 

calorimétrica da Na,K-ATPase, com temperaturas de 43,0; 54,5 e 58,5ºC. 

Os menores valores de temperaturas de transição dos picos calorimétricos 

encontrados nesse trabalho pode ser decorrente do fato de que nesses 

estudos não estava presente no meio o íon K+, que conforme já discutido é 

descrito estabilizar a Na,K-ATPase (Jorgensen e Andersen, 1986; Donnet 

et al., 2001). De acordo com esses autores, a assimetria observada nos 

picos sugere que o desenovelamento da Na,K-ATPase é complexo na sua 

caracterização. A presença de um pico complexo pode ser a soma de 

diversos picos, correspondendo tanto a uma sucessiva transição dentro da 

própria molécula de proteína como a um simples sistema cooperativo ou 

ainda transições independentes dos seus domínios cooperativos. A última 

explicação é a mais comum de ocorrer, principalmente com proteínas 

oligoméricas. Eles descreveram ainda que os picos 1 e 3 podem ser 

relacionados à subunidade α e ainda que o segundo pico seja decorrente 

de perda de estrutura da subunidade β. 
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Já Gasset et al. (1997) obtiveram dois picos de capacidade calorífica 

a 53,9 e 61,8ºC para a H,K-ATPase. A interpretação dos autores foi a de 

que ambos sinais observados foram decorrentes das alças citoplasmáticas 

da subunidade α.  

Para entender o mecanismo que leva à inativação da enzima, e 

ainda considerando-se que a proteína na sua forma purificada pode ter 

diferenças estruturais em relação à inserida na membrana, realizamos os 

estudos calorimétricos da Na,K-ATPase inserida em sistemas de 

DPPC:DPPE, obtido conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6 de Material e 

Métodos, para assim comparar os resultados estruturais obtidos para 

esses dois sistemas distintos. Conforme se pode observar a partir da 

Figura 13A, a presença do pico correspondente ao terceiro da enzima 

purificada se mantém claramente (T=68ºC), enquanto que ocorre o 

aparecimento de um pico à temperatura de 83,8ºC. As transições 

observadas a menores temperaturas podem ser atribuídas aos lipídios do 

proteolipossomo (Cevec e Marsh, 1987), sendo que essas transições se 

mantêm no segundo ciclo de desnaturação, bem como o pico com 

transição em 67,6ºC (Figura 13B). 

Para então se averiguar quais transições são conseqüência de 

segmentos transmembrana e quais podem ser relacionadas com as alças 

em que se encontram os sítios de ligação do substrato ATP bem como de 

fosforilação e do transporte dos íons Na+ e K+, foi realizado o tratamento do 

proteolipossomo com tripsina. Esta protease cliva as alças externas em 

vesículas right side out, correspondentes à região citoplasmática quando a 

enzima está inserida em uma membrana plasmática (Donnet et al., 2001).  
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Figura 12. Primeiro (A) e segundo (B) ciclos da calorimetria da Na,K-

ATPase purificada na forma (αβ)2 realizados em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-

1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 m mol.L-1 e C12E8 0,005 

mg.mL-1, conforme descrito no item 3.13 de Material e Métodos. No gráfico 

estão mostrados os valores experimentais obtidos (____) e a melhor análise 

de desconvolução dos picos (____). 
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Figura 13. Primeiro (A) e segundo (B) ciclos da calorimetria do 

proteolipossomo de DPPC:DPPE E Na,K-ATPase, realizados em tampão 

Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1e KCl 150  

mmol.L-1, conforme descrito no item 3.13 de Material e Métodos. No 

gráfico estão mostrados os valores experimentais obtidos (____) e a melhor 

análise de desconvolução dos picos (____).        
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Figura 14. Primeiro (A) e segundo (B) ciclos da calorimetria do 

proteolipossomo de DPPC:DPPE e Na,K-ATPase tratado com tripsina, 

realizados em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 

mmol.L-1 e KCl 150 mmol.L-1, conforme descrito no item 3.13 de Material e 

Métodos. No gráfico estão mostrados os valores experimentais obtidos (____) 

e a melhor análise de desconvolução dos picos (____). 
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Figura 15. Calorimetria do lipossomo de DPPC:DPPE em tampão Tris.HCl 

5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1 e KCl 150 mmol.L-1, 

conforme descrito no item 3.13 de Material e Métodos. No gráfico estão 

mostrados os valores experimentais obtidos (____). 
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Na Figura 14A está apresentada a curva calorimétrica para o 

proteolipossomo clivado com tripsina. Novamente, ocorre o pico de 

transição calorimétrica em 67,4ºC, enquanto que os picos decorrentes do 

aumento de temperatura na faixa de 20 a 50ºC são atribuídos a transições 

de lipídios. Neste caso, para o segundo ciclo ocorre uma visível diminuição 

da intensidade do pico correspondente à proteína, com uma pequena 

redução também da temperatura (1ºC), que passou para 66,4ºC. (Figura 

14B). 

Com base nesses resultados, o primeiro pico de transição 

calorimétrica pode ser relacionado à separação das subunidades do 

protômero αβ. Uma vez que as subunidades estão separadas, é descrito 

ocorrer um processo de agregação da subunidade α, conforme já discutido 

por alguns autores (Jorgensen e Andersen, 1985; Donnet et al., 2001), 

processo esse que pode ser caracterizado pelo segundo pico calorimétrico. 

A essa temperatura (64,73ºC para a Na,K-ATPase solubilizada, conforme 

já mostrado nas Figuras 2 e 4), a enzima não possui atividade, sendo 

então completamente inativa. Esses dois processos são descritos serem 

irreversíveis, uma vez que não aparecem no segundo ciclo de inativação 

térmica analisada nesses experimentos. Já o terceiro pico calorimétrico 

mostrou ser decorrente de um processo reversível, e pode ser relacionado 

a um rearranjo das hélices transmembrana: uma vez que essas estruturas 

são extremamente estáveis, quando se tem uma redução da temperatura, 

elas voltam à conformação nativa.    

A fim de comparar os resultados calorimétricos da transição dos 

lipossomos, foi realizado um experimento utilizando somente a preparação 
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de um lipossomo de DPPC:DPPE (Figura 15). Pode-se observar claramente 

que a presença da proteína altera a temperatura e o perfil de transição dos 

lipídios, apresentado no caso do lipossomo como uma transição com 

temperatura de 53,8ºC. 

Entretanto, estudos complementares de calorimetria são necessários 

para uma completa discussão dos mecanismos que levam à presença dos 

picos obtidos, como por exemplo a presença de substratos e ainda de 

diferentes íons no meio.   

  

4.1.5 Fluorescência intrínseca de triptofano 

A técnica de fluorescência fornece uma maior compreensão de toda 

a informação, desde a cinética à termodinâmica, sobre o conjunto, 

estrutura, função e regulação de proteínas de membrana. Pela correlação 

dos dados espectrais com os estados estruturais e funcionais específicos, 

pode-se obter diretamente e sem ambigüidade informações sobre 

estrutura, interações e mecanismos pelos quais as proteínas de 

membrana realizam suas funções (Johnson, 2005). 

 Além disso, os parâmetros espectrais da fluorescência de triptofano 

como posição, forma e intensidade são dependentes de propriedades 

eletrônicas e dinâmicas do ambiente cromóforo. A modificação do 

microambiente nos resíduos de triptofano tem sido estudada para avaliar 

mudanças na intensidade e comprimento de onda no pico de absorção 

máxima em espectros de fluorescência (Lakowicz, 1983; Akhtar, 2002).  

 Nas condições de excitação de 295 nm e emissão de 300 a 400 nm, 

foi determinada em qual faixa de concentração a Na,K-ATPase apresenta 
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uma intensidade de emissão máxima que pode ser aplicada em estudos de 

desnaturação. Para isso foi realizado um gradiente de concentração de 

proteína solubilizada e purificada conforme descrito no item 3.12.1 de 

Material e Métodos (Figura 16). Na inserção da Figura 16 é mostrada a 

curva obtida da intensidade de emissão de fluorescência em 340 nm em 

função da concentração de proteína, e aparentemente a fluorescência é 

diretamente proporcional à variação de concentração de proteína 

utilizada. 

Em um primeiro experimento, foi realizada a fluorescência da Na,K-

ATPase solubilizada e purificada na forma (αβ)2 (Figura 17) em função da 

variação da temperatura. Como pode ser observado, as mudanças no 

comprimento de onda do pico máximo de emissão foram de 339 a 343 nm. 

Ainda, foi constatado que, conforme se tem um aumento na temperatura 

(34 a 80°C), se observa uma diminuição nos valores de intensidade 

relativa de emissão de fluorescência (Figura 20A), que diminui 72% em 

relação ao valor encontrado para a medida realizada na temperatura de 

34°C (100%). 

Já para as medidas de emissão de fluorescência da Na,K-ATPase 

reconstituída em sistemas de DPPC:DPPE (Figura 18) foi determinado que, 

com o aumento da temperatura de 23 a 80°C, a intensidade relativa de 

fluorescência diminui para cerca de 30% do valor inicial. Porém, para essa 

amostra, foi observado um aumento no valor de comprimento de onda 

para a intensidade máxima de fluorescência. Esse valor foi de 337 nm até 

349 nm, conforme se varia a temperatura nos valores já descritos 

anteriormente (Figura 20B). 
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Finalmente, para o caso do proteolipossomo previamente tratado 

com tripsina, o intervalo de temperaturas na qual foram realizadas as 

medidas de emissão de fluorescência foi de 28 a 80°C, e esse aumento na 

temperatura resultou em uma diminuição de 78% nos valores de 

intensidade relativa de fluorescência (Figura 19). Também nesse caso foi 

observada uma mudança para maiores comprimentos de onda do pico 

máximo de emissão. 

É descrito na literatura que a Na,K-ATPase é composta de 11 

resíduos de triptofano, sendo que 3 desses estão localizados nos 

segmentos transmembrana, 4 estão nas alças extracelulares, e ainda nas 

alças intracelulares existem outros 4 resíduos (Vasilets e Schwarz, 1993).  

Assim, mesmo com a retirada do loop intracelular (com o tratamento com 

tripsina), a enzima ainda apresenta fluorescência intrínsica desse 

aminoácido.  

Uma variação considerável no comprimento de onda do pico de 

emissão máxima de fluorescência é observada acima de 60°C tanto para a 

enzima solubilizada quanto para o proteolipossomo. Esse tipo de mudança 

indica que os resíduos de triptofano estão menos expostos ao ambiente 

aquoso em relação à estrutura analisada à temperatura ambiente.  
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Figura 16. Espectros de fluorescência em função da variação da 

concentração da Na,K-ATPase solubilizada (1,0 a 60,0 µg.mL-1). Os 

espectros foram obtidos em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo 

EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, conforme 

descrito no item 3.12.1 de Material e Métodos. Inserção. Valores de 

fluorescência em 340 nm em função da variação da concentração de Na,K-

ATPase solubilizada.  
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Figura 17. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase solubilizada e 

purificada, conforme descrito no item 3.12.2 de Material e Métodos, em 

função da variação da temperatura (34 a 80°C). Os espectros foram 

obtidos em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 

mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e 0,005 mg.mL-1 de C12E8 empregando-se uma 

cubeta de 0,1 cm de passo óptico.   
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Figura 18. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase reconstituída em 

lipossomos de DPPC:DPPE (1:1), conforme descrito no item 3.12.2 de 

Material e Métodos, em função da variação da temperatura (23 a 80°C). Os 

espectros foram obtidos em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo 

EDTA 1 mmol.L-1 e KCl 150 mmol.L-1, empregando-se uma cubeta de 0,1 

cm de passo óptico. 
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Figura 19. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase reconstituída em 

lipossomos de DPPC:DPPE (1:1), tratada com tripsina conforme descrito 

no item 3.12.2 de Material e Métodos, em função da variação da 

temperatura (28 a 80°C). Os espectros foram obtidos em tampão Tris.HCl 

5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1, 

empregando-se uma cubeta de 0,1 cm de passo óptico. 
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Figura 20. Intensidades relativas de fluorescência para os picos máximos 

de emissão em: 336 nm para a Na,K-ATPase purificada em função da 

variação da temperatura (A), 337 nm para a Na,K-ATPase reconstituída 

em lipossomos de DPPC:DPPE (B) e 337 nm  para a Na,K-ATPase 

reconstituída em lipossomos de DPPC:DPPE tratado com tripsina (C). Os 

valores foram obtidos a partir dos espectros de fluorescência mostrados 

nas Figuras 17, 18 e 19. 
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4.1.6 Mecanismo de desnaturação da Na,K-ATPase pela ação da 

temperatura 

De acordo com os resultados apresentados de dicroísmo circular, 

infravermelho, calorimetria e fluorescência, aliados aos de atividade 

ATPase e pNFFase, pode ser proposto um modelo para o mecanismo de 

desnaturação da Na,K-ATPase (Esquema II). A enzima se apresenta 

inicialmente na forma (αβ)2, e perde sua atividade quando ocorre a 

separação das subunidades. Com isso, ocorre um processo de agregação 

das subunidades α, conforme se pode observar por infravermelho. Vale a 

pena ressaltar que estudos de cinética previamente realizados sugerem 

fortemente que, nos sistemas de lipossomos DPPC:DPPE, a Na,K-ATPase 

encontra-se também na forma (αβ)2. Esta observação se deve ao estudo 

comparativo realizado com a enzima solubilizada, mostrando que o efeito 

de íons Na+ e K+, e ainda dos substratos ATP e pNFF apresentam 

praticamente o mesmo comportamento para os dois sistemas (Santos et 

al., 2002; 2006). Portanto, de acordo com os estudos realizados nesse 

trabalho, o mecanismo proposto pode ser aplicado tanto à Na,K-ATPase 

solubilizada com C12E8 quanto na reconstituída em sistemas de 

lipossomos constituídos de DPPC:DPPE. 

A separação dos protômeros αβ na estrutura oligomérica 

provavelmente ocorre à 35ºC, temperatura essa referente à primeira 

transição na perda de atividade da enzima solubilizada. 

Tanto o dicroísmo quanto o infravermelho mostraram um ponto de 

desenovelamento à 44ºC, o que mostra que nessa temperatura a enzima 

perde estrutura secundária, porém somente correspondendo a uma perda 
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total de 25%. Isso indica essa perda de estrutura, ainda que representada 

por pouca variação percentual, é fundamental para a próxima etapa no 

processo de desnaturação.  

Na seqüência, a transição representada pela faixa de temperatura de 

50 a 55ºC pode ser classificada como de extrema importância dentro do 

mecanismo de desnaturação da Na,K-ATPase, uma vez que representa o 

primeiro pico de transição da calorimetria, além de estar na segunda 

transição de temperatura da perda de atividade da enzima. 

Já a temperatura de 60ºC é destacada como a da perda completa de 

atividade. Nessa temperatura ocorre a agregação da enzima, através de 

interações nos loops citoplasmáticos da subunidade α, o que é mostrado 

pelas técnicas de infravermelho, fluorescência e ainda calorimetria. 

Finalmente, a partir dos dados de calorimetria, na temperatura de 

67,8ºC (correspondente ao terceiro pico), a transição pode ser devido a 

uma alteração na conformação das hélices transmembrana, uma vez que 

essas são muito estáveis e portanto aparecem como sendo um processo 

reversível.   

 

 

 

Esquema II. Modelo de desenovelamento da Na,K-ATPase proposto a 

partir da desnaturação térmica analisada por dicroísmo circular, 

fluorescência, calorimetria, infravermelho e atividades ATPase e pNFFase. 

A graduação de cinza mostrada representa a perda de atividade durante o 

processo (fundo branco mais ativo, preto inativo).   

(αβ)2 αβ

35ºC 50-55ºC

α + β αn**

60ºC

α*β*

44ºC

αn

64,7ºC

(αβ)2 αβ

35ºC 50-55ºC

α + β αn**

60ºC

α*β*

44ºC

αn

64,7ºC



                                                                                   Resultados e Discussão 

 84

4.2 Efeito do cloreto de guanidina na Na,K-ATPase solubilizada 

Processos que ocorrem nas membranas são essenciais para a 

viabilidade de toda a célula, mas estes processos são pouco 

compreendidos no nível molecular. A natureza e propriedades físicas 

complexas dos componentes moleculares envolvidos restringem os 

experimentos que podem ser aplicados para examinar a estrutura, 

variações conformacionais e interações das proteínas com os lipídios da 

membrana que acompanham estes processos (Johnson, 2005). 

Para modificar o microambiente protéico que leva à perda da 

estrutura, foi utilizado o agente químico cloreto de guanidina (GdmCl), um 

dos mais poderosos sais desnaturantes, sendo comumente usado para 

desenovelar proteínas nativas, já que se trata de um sal monovalente que 

possui efeitos iônico e caotrópico (Mayr e Schmid, 1993). A análise das 

curvas de desnaturação pode indicar uma medida da estabilidade 

conformacional da proteína (Akhtar, 2002; Shukla et al., 2005). 

 Assim, primeiramente foi realizado um experimento de estabilidade 

da enzima a 50 µg.mL-1 na presença de 3 mol.L-1 de cloreto de guanidina 

(Inserção da Figura 22). Nesta concentração, a enzima perde cerca de 90% 

da atividade ATPase quando comparada à ausência de agente 

desnaturante (Rigos et al., 2003). Através da análise da curva apresentada 

pode-se constatar que, após 11 horas de incubação da proteína na 

presença do cloreto de guanidina, a intensidade de fluorescência foi 

reduzida em cerca de 4 vezes, um bom indicativo de que o agente 

desnaturante já entrou em estabilidade com a proteína. Para o completo 

efeito deste agente, nas análises de fluorescência a proteína foi mantida 
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em incubação com as diferentes concentrações de cloreto de guanidina 

durante 24 horas.  

 A incubação da Na,K-ATPase (20 µg.mL-1) na presença de 

concentrações crescentes de cloreto de guanidina (0 - 6 mol.L-1) em 

tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 

mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, por 24 h a 25°C resultou em espectros de 

fluorescência que podem ser observados nas Figuras 21 e 22. Como pode 

ser visto na Figura 21, baixas concentrações de guanidina (0,005 a 0,5 

mol.L-1) não afetam significativamente a emissão de fluorescência, 

entretanto altas concentrações deste agente (1 a 6 mol.L-1) levam a um 

aumento da intensidade de fluorescência, além de apresentar o efeito de 

“red shifts” (deslocamento do pico de emissão máximo para maiores 

comprimentos de onda) (Figura 22). 

 Podem ser realizados dois tipos de ajustes a partir dos valores 

obtidos nos espectros da Na,K-ATPase solubilizada na presença de 

concentrações crescentes de cloreto de guanidina. O primeiro destes é o 

gráfico da intensidade de fluorescência em função do aumento da 

concentração de cloreto de guanidina para o comprimento de onda fixo de 

337 nm, sendo este escolhido por ser o pico máximo de emissão dos 

resíduos de triptofano da enzima na ausência do agente desnaturante 

(resultados não mostrados). Neste caso, existe uma diminuição nos 

valores de intensidade de fluorescência. Isto ocorre devido ao 

deslocamento dos picos para a região de maiores comprimentos de onda. 

Assim, foi construído um gráfico da intensidade de fluorescência em 

função da concentração de cloreto de guanidina, considerando-se o 
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deslocamento do pico de emissão máxima. Conforme se emprega maiores 

concentrações de cloreto de guanidina, ocorre um aumento na intensidade 

de fluorescência (Figura 23). Para uma concentração de guanidina de 3 

mol.L-1, este aumento é de quase 20% quando comparado com a 

intensidade na ausência de agente desnaturante, sendo ainda que o pico 

de emissão máxima foi deslocado para 353 nm na presença desta mesma 

concentração, representando uma mudança de 16 nm. O deslocamento do 

pico de emissão máxima para maiores comprimentos de onda é um 

indicativo de que os resíduos de triptofano apresentam uma maior 

exposição ao ambiente do solvente conforme se tem um aumento da 

concentração do agente desnaturante, o que é consistente com o completo 

desenovelamento da proteína (Lakowicz, 1983; Deva e Behere, 1999). 

Porém, o aumento nos valores de intensidade de fluorescência representa 

uma menor exposição do triptofano ao solvente (Lakowicz, 1983; Deva e 

Behere, 1999). Isto pode estar ocorrendo por uma supressão inicial dos 

resíduos de triptofano da Na,K-ATPase na ausência de agente 

desnaturante e, conforme se tem um aumento da concentração do cloreto 

de guanidina no meio, expõe-se os triptofanos ao meio aquoso, ao mesmo 

tempo em que este efeito supressor é reduzido por esta maior exposição.  

Vários estudos já foram publicados em relação a mudanças na 

fluorescência de proteínas na presença do agente desnaturante cloreto de 

guanidina. Estes resultados podem estar tanto na forma de ajustes 

sigmóides, indicando processos de dois estados, quanto em outras formas, 

indicando a presença de intermediários (Popot e Engelman, 1990; 

Jaenicke, 1991; Deva e Behere, 1999; Gillespie e Plaxco, 2004). Como já 
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discutido, com a adição de 3 mol.L-1 de cloreto de guanidina, a enzima 

apresenta uma redução de 90% de sua atividade, mostrando também um 

pico máximo de intensidade de fluorescência (Figura 23). Concentrações 

crescentes de cloreto de guanidina (6 mol.L-1) levam à total redução da 

atividade ATPase (Rigos et al., 2003), mostrando variações não lineares na 

intensidade de fluorescência, com o aparecimento de outro pico em 5 

mol.L-1 do agente desnaturante. Este é um indicativo da presença de dois 

intermediários durante a desnaturação da Na,K-ATPase em 3 mol.L-1 e 5 

mol.L-1 de cloreto de guanidina.   

 Outros estudos também mostraram a ocorrência de intermediários 

nos processos de desnaturação na presença deste agente desnaturante. 

Por exemplo, Zhang et al. (2003) estudaram o efeito de cloreto de 

guanidina na fosfatase alcalina de intestino de bezerro através de estudos 

de fluorescência e ultravioleta e localizaram um intermediário na faixa de 

1,6 e 2,6 mol.L-1 de cloreto de guanidina. Abdalla e Hamed (2006) 

encontraram três estados de transição entre o dímero nativo e o 

monômero desnaturado de uma glutationa transferase em 0,7, 1,75 e 3,0 

mol.L-1 de cloreto de guanidina. Já um exemplo de ajuste sigmóide é 

descrito por Chiaraluce et al. (2002). Neste trabalho foi mostrado que 

enzimas que possuem estrutura secundária predominantemente em β-

folha apresentam resistência maior à desnaturação por cloreto de 

guanidina, porém o tratamento realizado incluiu toda a faixa de 

comprimento de onda na qual se obtém o pico de emissão máxima, ao 

invés da utilização do comprimento de onda de emissão máxima para cada 

concentração de agente desnaturante.  
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Figura 21. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase solubilizada em 

função da variação da concentração de cloreto de guanidina (0,005 a 0,5 

M). Os espectros foram obtidos em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 7,0, 

contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, 

empregando-se uma cubeta de 1 cm de passo óptico a 25°C, conforme 

descrito no item 3.12.3 de Material e Métodos. 
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Figura 22. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase solubilizada em 

função da variação da concentração de cloreto de guanidina (1,0 a 6,0 

mol.L-1). Os espectros foram obtidos em tampão Tris.HCl 5 mmol.L-1, pH 

7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 mg.mL-1, 

empregando-se uma cubeta de 1 cm de passo óptico a 25°C, conforme 

descrito no item 3.12.3 de Material e Métodos. Inserção. Efeito do tempo 

na fluorescência da Na,K-ATPase (50 µg.mL-1) em 347 nm na presença de 

3 mmol.L-1 de cloreto de guanidina. A curva foi obtida em tampão Tris.HCl 

5 mmol.L-1, pH 7,0, contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 

0,005 mg.mL-1, empregando-se uma cubeta de 1 cm de passo óptico a 

25°C. 
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Figura 23. Valores de emissão máxima de fluorescência para a Na,K-

ATPase em função da variação da concentração de cloreto de guanidina, 

relacionando o comprimento de onda do pico máximo. Os valores foram 

obtidos dos espectros de fluorescência mostrados nas figuras 21 e 22. 
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 Para ilustrar o comportamento na estrutura secundária da Na,K-

ATPase solubilizada quando se adiciona cloreto de guanidina, foram 

realizados estudos de dicroísmo circular (Rigos, 2003), sendo que os 

espectros obtidos passaram por um processo de desconvolução, conforme 

descrito no item 3.11 de Material e Métodos. Os resultados estão 

apresentados na Tabela III. Apesar de terem sido realizados experimentos 

de dicroísmo circular da enzima na presença de até 7 mol.L-1 do agente 

desnaturante (Rigos, 2003), a desconvolução dos espectros mostrou 

medidas de erro muito altas para concentrações de guanidina superiores a 

1 mol.L-1 (erros maiores de 5%), os quais foram descartados do gráfico. Na 

ausência do agente desnaturante, tem-se uma concentração de α-hélice de 

cerca de 18%. Esta concentração aumenta levemente para 21% para 0,1 

mol.L-1 de guanidina e, quando a concentração de guanidina empregada é 

de 1 mol.L-1, a porcentagem da α-hélice é reduzida para cerca de 11%. No 

caso da estrutura β-folha, observou-se que até a concentração do agente 

de 0,5 mol.L-1 tem-se uma porcentagem desta estrutura secundária em 

torno de 26%. Com o aumento do cloreto de guanidina para 1 mol.L-1, 

ocorre uma redução da estrutura para 0%. Para as alças também se 

observou uma redução de sua estrutura apenas quando a concentração 

de guanidina atinge 1 mol.L-1, reduzindo sua porcentagem de 21% para 

cerca de 13%. Finalmente, as estruturas “ao acaso” também se mantêm 

constantes para concentrações de guanidina de até 0,5 mol.L-1, ocorrendo 

um considerável aumento desta estrutura quando a concentração do 

agente desnaturante é de 1 mol.L-1, passando a representar 56% da 

estrutura total da proteína.  
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Tabela III. Valores de estrutura secundária da Na,K-ATPase solubilizada e 

analisada por dicroísmo circular na presença de concentrações crescentes 

de cloreto de guanidina. Os espectros obtidos (resultados não mostrados) 

foram desconvoluídos conforme descrito no item 3.11 de Material e 

Métodos 

 

[guanidina] 

(mol.L-1) 

α-hélice β-folha alças Não 

ordenadas 

0 18,0 27,6 21,3 33,3 

0,0 20,9 26,7 21,2 31,2 

0,5 22,4 25,2 20,0 32,3 

1,0 11,3 0 13,2 56,4 

 

 Assim, com estes resultados pode ser definida uma seqüência de 

etapas que expliquem o mecanismo de desnaturação da enzima na 

presença de cloreto de guanidina. Primeiramente, através da análise de 

fluorescência a enzima apresenta duas transições de estrutura terciária, 

sendo a primeira provavelmente referente à separação dos protômeros, 

uma vez que a enzima solubilizada se apresenta na forma (αβ)2, enquanto 

que a segunda etapa pode ser devido à separação das subunidades. 

Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos para a desnaturação 

térmica, percebe-se que o efeito na estrutura secundária é maior para a 

desnaturação por cloreto de guanidina, e ainda esta última é representada 

por dois estados de transição na sua estrutura terciária. Isto está em 

concordância com os resultados descritos na literatura, que mostram que 
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para desnaturação térmica a enzima retém mais de sua estrutura 

secundária do que para desnaturações por processos químicos (Donnet et 

al., 2001). 

Uma outra questão que pode ainda ser levantada é que, para 

algumas proteínas, no intervalo de concentração de cloreto de guanidina 

no qual ocorre a desnaturação da enzima a proteína não exibe grandes 

mudanças conformacionais (Tsou, 1995; Gómez-Puyou et al. 2001). Isto 

pode ser aplicado em parte neste estudo, uma vez que em termos 

percentuais ocorreu um aumento máximo de 15% na intensidade de 

fluorescência, indicando assim que não houve uma mudança significativa 

em termos de estrutura terciária da Na,K-ATPase solubilizada na presença 

de até 6 mol.L-1 de cloreto de guanidina. Já os valores de desnaturação 

analisados por dicroísmo circular são mais relevantes, com um aumento 

de cerca de 20% nas estruturas “ao acaso”, porém a redução de α-hélices 

foi de cerca de 5%, ambos para 1 mol.L-1 de guanidina, enquanto que os 

valores de atividade enzimática da enzima são reduzidos em 90% já para 2 

mol.L-1 de cloreto de guanidina, o que mostra que a enzima perde 

completamente sua atividade antes de perder a estrutura (tanto terciária 

(Figura 23) quanto secundária (Rigos, 2003) não se observam perda 

completa de estrutura para análises realizadas para até 6 mol.L-1 deste 

agente desnaturante). 
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4.3 Efeito de meios tamponantes 

4.3.1 Análise por dicroísmo circular 

 Para avaliar o efeito do pH na estrutura secundária da Na,K-ATPase 

foram realizados estudos de dicroísmo circular variando o tampão 

utilizado para a incubação da proteína. 

 Soluções de pH determinam o tipo (positivo ou negativo) e a carga 

total de uma proteína, afetando por conseqüência as interações 

eletrostáticas. Existem dois diferentes processos nos quais as interações 

eletrostáticas podem afetar a estabilidade de uma proteína. 

Primeiramente, clássicos efeitos eletrostáticos são as repulsões não 

específicas que surgem de grupos carregados na proteína quando ela se 

apresenta altamente carregada, por exemplo, em um pH longe do ponto 

isoelétrico (pI). Como o número de grupos carregados de uma proteína 

aumenta devido ao aumento da acidez ou basicidade de uma solução, o 

aumento da repulsão de cargas com a proteína desestabiliza sua 

conformação nativa porque a densidade de cargas na proteína enovelada é 

maior que na proteína desnaturada. Então, quando o pH induz a uma 

desnaturação leva conseqüentemente a um estado de menor energia livre 

eletrostática. Além desse efeito, específicas interações de carga, como 

ligações de sais, podem afetar também a estabilidade conformacional de 

uma proteína. Ao contrário das interações eletrostáticas não específicas, 

onde o aumento da carga desestabiliza o estado nativo, as ligações de sais 

têm a propriedade de estabilizá-lo (Dill, 1990; Chi et al., 2003). 

 Em adição a esses efeitos na conformação, as cargas das proteínas 

também podem interagir com outras moléculas protéicas. Quando 
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proteínas estão altamente carregadas, interações repulsivas entre 

proteínas estabilizam a solução protéica. Quando as proteínas possuem 

grupos carregados positivamente e negativamente (por exemplo, em 

valores de pH próximos ao pI), uma distribuição de cargas anisotrópica na 

superfície da proteína poderia originar dipolos (Dill, 1990; Chi et al., 

2003).  

 Os espectros de dicroísmo circular da Na,K-ATPase foram coletados 

na presença de diversos sais tamponantes, sendo que a variação do pH foi 

de 5,0 a 10,0 para uma concentração de 50 µg.mL-1 de enzima, conforme 

descrito no item 3.9.2 de Material e Métodos (Figura 24). 

 Na presença do tampão imidazol em qualquer valor de pH fica claro 

que ocorre uma alteração no padrão da curva de dicroísmo circular 

apresentado pela Na,K-ATPase (presença de dois mínimos, em 222 e 208 

nm). Quando se relaciona os dados obtidos em 222 nm com os valores de 

pH para os diversos tampões, ocorre um grande desvio para os resultados 

obtidos de elipticidade da enzima na presença do imidazol. Este desvio é 

devido à estrutura do imidazol, que também apresenta a forma “=NH-

C=O”, similar à ligação peptídica nas proteínas (valores não mostrados). 

 Assim, os resultados de elipticidade obtidos para o imidazol foram 

descartados e uma nova curva de elipticidade relativa em função do pH foi 

construída (Figura 25). Neste caso, o valor de elipticidade em 222 nm 

permite afirmar que a enzima possui maior elipticidade relativa de 

estrutura secundária no seu pH ótimo de hidrólise de ATP. Em valores de 

pH menores, o efeito na estrutura secundária é mais acentuado quando 

comparado aos efeitos de mudanças para maiores valores de pH, levando 
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Figura 24. Espectros de dicroísmo circular da Na,K-ATPase (50 µg.mL-1) 

em função da variação do pH (5 a 10). A. variação de pH 5,0 a 7,5. B. 

variação de pH de 7,5 a 10. Os espectros foram obtidos em diferentes 

tampões, contendo EDTA 1 mmol.L-1 e KCl 150 mmol.L-1, empregando-se 

uma cubeta de 1 cm de passo óptico a 25°C, conforme descrito no item 

3.9.2 de Material e Métodos. 
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Figura 25. Valores de elipticidade em 222 nm para a Na,K-ATPase (50 

µg.mL-1)  em função da variação do pH, excluindo o tampão imidazol. Os 

valores de elipticidade foram obtidos dos espectros de dicroísmo circular 

mostrados na Figura 24. 
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a um aumento de 34,5% da elipticidade relativa para pH 5,0 e 22,5% para 

o pH 8,0. Em valores de pH alcalinos (pH 10,0) a elipticidade é reduzida 

em 14,7%. Os valores indicam que uma alteração mínima no pH induz a 

efeitos de alteração de estrutura através da alteração das interações 

eletrostáticas das estruturas secundárias, sendo estes efeitos mais 

pronunciados em valores de pH abaixo de 7,5. De acordo com a Figura 25, 

pode-se afirmar que a enzima apresenta uma maior quantidade de 

estrutura secundária em α-hélice no pH 7,5. Porém, para uma completa 

elucidação dos efeitos de alteração de pH na presença de diversos agentes 

tamponantes, foram realizados estudos de fluorescência para verificar 

alterações na estrutura terciária da enzima.  

 

4.3.2 Análise por fluorescência intrínseca de triptofano 

Para melhor entender os efeitos da variação do pH na Na,K-ATPase 

solubilizada foram realizados estudos de fluorescência da enzima 

variando-se os meios tamponantes. Para isso, primeiramente foram 

realizados alguns experimentos para determinar a estabilidade da enzima 

em função do tempo. 

Assim, esse teste foi realizado com dois tampões: Tris pH 7,5 e 

Ampol pH 10,7. Na Figura 26 estão representados os espectros obtidos 

para a enzima solubilizada na presença do tampão Tris pH 7,5, conforme 

descrito no item 3.12.4 de Material e Métodos, em função do tempo de 

incubação. O gráfico da intensidade em função do tempo (Inserção da 

Figura 26) indica que depois de 200 minutos começa a ocorrer uma 

estabilização da intensidade de fluorescência.  
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O mesmo procedimento foi realizado para a enzima na presença de 

Ampol pH 10,5 (Figura 27), o qual mostra que a estabilização dos valores 

de intensidade ocorre depois de aproximadamente 180 minutos de 

incubação da amostra (Inserção da Figura 27). 

Assim, optou-se por manter a enzima incubada por 4 horas em cada 

pH analisado, e os espectros obtidos são mostrados na Figura 28, no qual 

se constatou que não ocorreram desvios de comprimento de onda para os 

picos máximos de emissão de cada amostra; apenas ocorrem alterações na 

intensidade máxima relativa de fluorescência para cada pico.  

O gráfico da intensidade relativa de fluorescência em função do pH é 

representado por uma curva característica nesses estudos, com uma 

intensidade máxima em pH 7,0. Os efeitos da variação do pH na atividade 

ATPase da enzima já foram previamente analisados (Santos et al., 2002). 

Neste estudo, foi demonstrado que o pH ótimo aparente de hidrólise de 

ATP foi da ordem de 7,5, sendo que os resultados foram apresentados na 

forma de um sino, com reduções acima de 50% da atividade em valores de 

pH maiores que 9,0 e ainda menores que 5,5. Na faixa de 6,0 a 8,5 foram 

observadas poucas variações nos valores de atividade ATPase da enzima 

solubilizada. Salonikidis et al. (2000) descreveram que a inibição da 

atividade da Na,K-ATPase a altos valores de pH pode ser atribuído à 

desprotonação e a inibição a baixos valores de pH à protonação de sítios 

intracelulares da subunidade α catalítica. 
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Figura 26. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase na presença de 

Tris 7,5 contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1  e C12E8 0,005 

mg.mL-1, variando o tempo de incubação da amostra de 10 minutos a 5 

horas. Os espectros foram coletados para a Na,K-ATPase solubilizada (20 

µg.mL-1) em cubeta de 1 cm de passo óptico conforme descrito no item 

3.12.4 de Material e Métodos. Inserção. Intensidade relativa de 

fluorescência em 339 nm (pico máximo de absorção) para incubação da 

Na,K-ATPase em tampão Tris pH 7,5 em função do tempo. 
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Figura 27. Espectros de fluorescência da Na,K-ATPase na presença de 

Ampol 10,5 contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e C12E8 0,005 

mg.mL-1, variando o tempo de incubação da amostra de 1 a 5 horas. Os 

espectros foram coletados para a Na,K-ATPase solubilizada (20 µg.mL-1) 

em cubeta de 1 cm de passo óptico conforme descrito no item 3.12.4 de 

Material e Métodos. Inserção. Intensidade relativa de fluorescência em 

339 nm (pico máximo de absorção) para incubação da Na,K-ATPase em 

tampão Ampol 10,5 em função do tempo. 
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Figura 28. Espectros de fluorescência em função da variação do tampão 

utilizado para a na,K-ATPase solubilizada (20 µg.mL-1). Os espectros foram 

obtidos diversos tampões contendo EDTA 1 mmol.L-1, KCl 150 mmol.L-1 e 

C12E8 0,005 mg.mL-1, com incubação de 4 horas, empregando-se uma 

cubeta de 1 cm de passo óptico a 25°C, conforme descrito no item 3.12.4 

de Material e Métodos. 
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Figura 29. Valores de fluorescência em 337 nm (  ) em função da 

variação do tampão utilizado para a Na,K-ATPase solubilizada. Os valores 

foram obtidos dos espectros de fluorescência mostrados na Figura 28. 

 

 

 

 

 

 

 

Assim, os resultados apresentados de dicroísmo circular e 

fluorescência, somados à atividade catalítica da enzima, indicam que a 
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Na,K-ATPase apresenta uma estrutura que favorece à sua atividade 

ATPase na região de pH de 7,5.  

 

4.4 Análise de tensão superficial e elasticidade 

É bem descrito na literatura que detergentes não iônicos solubilizam 

proteínas de membrana, preservando sua estrutura nativa, resultando em 

um estado que preserva a atividade da enzima por um tempo considerável. 

Em adição a isso, existe uma clara dependência entre a relação 

proteína:detergente usada e o processo de agregação e desnaturação da 

enzima depois da remoção das regiões hidrofóbicas da membrana lipídica. 

(Brotherus et al., 1983; Jorgensen e Anderson, 1986; Ciancaglini et al., 

1990; le Maire et al., 2000; Santos e Ciancaglini, 2003; Mimura et al., 

2003).  

 Para o estudo da influência dessa relação proteína:detergente foram 

realizados experimentos de medidas de tensão superficial e elasticidade, 

para se observar os efeitos na superfície da amostra analisada, e esses 

resultados foram analisados em conjunto com os de atividade ATPase. 

 Na Figura 30 é demonstrada a dependência da atividade ATPase da 

Na,K-ATPase solubilizada (concentração de 0,1 mg.mL-1) em diferentes 

concentrações de detergente, variando este de 0,005 a 1,0 mg.mL-1. A 

atividade ATPase não foi afetada usando concentrações de C12E8 menores 

que 0,1 mg.mL-1. Com esse propósito, uma investigação que correlacione 

variações da estrutura da enzima com a atividade foi feita. 

 Em trabalhos realizados anteriormente, foi obtida uma curva de 

dicroísmo da enzima purificada em função da concentração de proteína, 
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mantendo a concentração de detergente fixa em 0,005 mg.mL-1, na qual 

foram observados dois mínimos característicos de estrutura em α-hélice. 

Com o gráfico de elipticidade em 222 nm em função da concentração de 

proteína, um desvio na curva foi observado para 0,4 mg.mL-1 (Rigos, 

2003). A respeito dessa técnica, deve ser considerado que, em um sistema 

simples, o aumento no sinal do espectro é diretamente proporcional à 

concentração da amostra. Em alguns casos, o que pode acontecer são 

interações entre componentes da amostra, o qual pode levar ao 

aparecimento de bandas adicionais, ou ainda a variações não lineares nos 

sinais (Fasman, 1996). 

Com o objetivo de melhor entender as variações nos resultados de 

dicroísmo e na atividade ATPase com as diferentes relações 

detergente:enzima, esses comportamentos foram estudados no sistema na 

interface ar-líquido. Inicialmente, foi analisado o comportamento do 

surfactante puro no tampão de trabalho. A partir da Figura 31 foi 

determinada a concentração micelar crítica do detergente C12E8. 

Analisando a curva de elasticidade dilatacional de superfície para o C12E8 

no tampão de trabalho, pode ser observado que a elasticidade 

primeiramente aumenta com a concentração, alcançando um valor 

máximo e então diminui com um posterior aumento da concentração, até 

atingir o valor da CMC. Depois desse ponto, a elasticidade permanece 

constante.  
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Figura 30. Atividade ATPase residual da Na,K-ATPase (0.1 mg.mL-1) na 

presença de diferentes concentrações de detergente (0.005 to 1.00 mg.mL-

1). A atividade ATPase foi determinada em tampão HEPES 50 mmol.L-1, pH 

7.5, com ATP 3 mmol.L-1, KCl 10 mmol.L-1, MgCl2 5 mmol.L-1 e NaCl 50 

mmol.L-1, conforme descrito no item 3.3 de Material e Métodos.  
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 Figura 31. Tensão superficial (■) e elasticidade superficial (○) em função 

da concentração de C12E8 em tampão 5 mmol.L-1 Tris.HCl, pH 7.0, 

contendo 150 mmol.L-1 KCl. As medidas de tensão superficial foram 

determinadas pelo método da gota pendente, conforme descrito no item 

3.15 de Material e Métodos.  
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Normalmente, baixas CMC são responsáveis pelo processo de 

desnaturação durante a solubilização (Kalipatnapu e Chattopadhyay, 

2005). Mas não pode ser esquecido que os valores de CMC dependem do 

meio no qual o detergente está, então variações de força iônica e pH são 

fatores importantes que devem ser considerados durante o processo de 

solubilização (lê Maire et al., 2000; Seedon et al., 2004; Kalipatnapu e 

Chattopadhyay, 2005). Valores de CMC para o C12E8 podem ser 

encontrados na literatura, os quais variam de 0,005 a 0,1 mg.mL-1 (le 

Maire et al., 2000). Para o sistema estudado (5 mmol.L-1 de tampão 

Tris.HCl, pH 7,0, contendo 150 m mol.L-1 de KCl) foi encontrado o valor de 

0,0053 mg.mL-1, o qual concorda com os valores reportados na literatura. 

Uma vez que o detergente puro foi caracterizado, foram analisados 

os efeitos da enzima na tensão superficial do sistema. Na Figura 32 são 

observadas as curvas de tensão superficial versus variação da 

concentração do detergente em diferentes concentrações de enzima. Para 

concentrações de C12E8 abaixo da CMC (0,005 a 0,004 mg.mL-1), pode ser 

observado que a presença da enzima contribui sinergesticamente para a 

diminuição da tensão superficial de detergente. Este é um indicativo de 

que ambas espécies são adsorvidas na interface ar-líquido. Além disso, as 

duas concentrações mais baixas de Na,K-ATPase apresentam um 

comportamento similar, enquanto que a maior (0,5 mg.mL-1) exibe uma 

menor diminuição na tensão superficial. Deve ser relatado ainda que, para 

concentrações de C12E8 entre 0,005 e 0,04 mg.mL-1, a menor concentração 

de enzima é representada por uma razão surfactante:enzima que varia de 

58 a 4600. Entretanto, essa razão molar diminui para valores menores 
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que 443,4 para 0,5 mg.mL-1 de Na,K-ATPase e para concentrações de 

C12E8 acima de 0,04 mg.mL-1.  

Na Figura 33 são apresentados os valores de elasticidade dilacional 

de superfície para o sistema, usando as mesmas concentrações de 

proteína previamente estudadas. As curvas obtidas nesse estudo reforçam 

os resultados de tensão superficial: um comportamento similar é 

observado para menores concentrações de enzima.  

Desde que os valores de elasticidade estão associados com os 

processo de difusão, adsorção/dessorção, bem como o rearranjo de 

moléculas na interface, eles dependem do tempo de escala (ou freqüência) 

no qual a perturbação é aplicada. Em adição, esses processos são 

influenciados pelo peso molecular, forma e interações moleculares de 

espécies presentes na interface. Pode ser observado na Figura 33 que uma 

diminuição nos valores de elasticidade (comparados com o observado para 

o surfactante puro) para menores valores de concentração da Na,K-ATPase 

(0,05 e 0,2 mg.mL-1). Este é um indicativo de que a adsorção da enzima 

neste regime produz uma interface menos compactada. Além disso, a 

elasticidade se torna constante quando a CMC para o surfactante em 

tampão de trabalho é atingida.  

O processo que controla a estabilidade da proteína em solução e o 

mecanismo de agregação foi recentemente estudado por alguns autores 

(Treuheit et al., 2002; Ellis e Minton, 2006; Guo et al.; 2006). Nestes 

estudos, foram utilizadas técnicas espectroscópicas como CD, FTIR, UV e 

ainda calorimetria para medidas coloidais e estabilidade conformacional  
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Figura 32. Tensão superficial em função da concentração de C12E8 para 

soluções de Na,K-ATPase em diferentes concentrações: (●) 0.05 mg.mL-1, 

(▼) 0.2 mg.mL-1 e (■) 0.5 mg.mL-1. As medidas de tensão superficial foram 

determinadas pelo método da gota pendente, conforme descrito no item 

3.15 de Material e Métodos.  
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Figura 33. Elasticidade superficial em função da concentração de C12E8 

para soluções de Na,K-ATPase em diferentes concentrações: (●) 0.005 

mg.mL-1, (▼) 0.2 mg.mL-1 e (■) 0.5 mg.mL-1. As medidas da elasticidade 

superficial foram determinadas pelo método da gota pendente, conforme 

descrito no item 3.16 de Material e Métodos. 
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Figura 34. Correlação entre a elipticidade relativa e a atividade ATPase 

versus a razão molar proteína:detergente ( ) e ( ) Elipticidade relativa; ( ) 

Atividade ATPase. As concentrações de C12E8 usadas foram: símbolos 

fechados abaixo da CMC e símbolos abertos acima da CMC  
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de proteínas em soluções altamente concentradas. Entretanto, esses 

estudos usam proteínas solúveis como modelo. Assim, trabalhos que 

utilizem proteínas de membrana são mais difíceis de serem realizados, 

uma vez que é necessário inicialmente remover a proteína da membrana 

lipídica, e então trabalhar com ela na presença de um detergente que 

previna a agregação espontânea mediada pelos domínios hidrofóbicos 

presentes nessa classe de proteína. 

 Diferentes modos de oligomerização entre as subunidades α e β da 

Na,K-ATPase podem ser formados, dependendo do método empregado 

para solubilizar e purificar a enzima, o qual resulta em um 

comportamento cinético alterado levando a discrepâncias nos valores 

reportados na literatura (Lopina, 2001; Santos e Ciancaglini, 2003). Além 

disso, não é bem conhecido se esta instabilidade é devido à perda de 

associações proteína-proteína (separação ou rearranjo das subunidades β 

do complexo) ou se isso reflete o rearranjo de fosfolipídios essenciais pelas 

moléculas de detergente (Donnet et al., 2001). 

Le Maire et al. (1978), usando uma combinação entre dois 

detergentes (C12E8 e Tween 80), durante uma cromatografia de eluição 

com Sepharose 6B, mostraram que a elipticidade da Ca-ATPase 

enzimaticamente ativa apresenta características estruturais muito 

similares à Na,K-ATPase: dois mínimos em 208 e 222 nm de igual 

magnitude, indicativo de um alto conteúdo de α-hélice. Em adição, 

quando a Ca-ATPase foi estocada por 1 semana, as características de 

eliptcidade se alteraram para o mínimo em 222 nm, que passou a ser 



                                                                                   Resultados e Discussão 

 114

menos pronunciado. Esta mudança é coincidente à quase completa perda 

da atividade ATPase da enzima.  

Nesse mesmo caminho, para a Na,K-ATPase, em um estudo mais 

detalhado, o mesmo tipo de variações no espectro de CD para o aumento 

da concentração de proteína em uma concentração fixa de detergente pode 

ser verificado. Para o nosso sistema, um ponto de desvio foi observado 

para uma concentração de proteína de 0,4 mg.mL-1 e detergente de 0,005 

mg.mL-1 (Rigos, 2003), correspondendo a uma razão de 

proteína:detergente de cerca de 7, sugerindo uma alteração na estrutura 

secundária. 

A diminuição dos valores de elipticidade relativa com o aumento da 

concentração de detergente (Rigos, 2003) demonstra que, para altos 

valores de concentração de C12E8, altas quantidades de estrutura em α-

hélice são obtidas. 

Os mecanismos aos quais levam a variações de estrutura 

secundária na formação/separação de subunidades quando as 

concentrações de enzima e detergente são alteradas é diferente. Para o 

primeiro caso está claro que essa alteração existe, uma vez que uma 

variação na curva de linearidade de dicroísmo é observada, até mesmo se 

não forem observadas significantes variações de atividade ATPase. No caso 

do aumento da concentração de detergente mantendo a de proteína fixa, 

uma concomitante redução na atividade da enzima foi obtida (Figura 34). 

Desde que os valores de elipticidade em 222 nm são menos pronunciados 

que no mínimo em 208 nm em função do aumento da concentração de 
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detergente, uma drástica variação na estrutura secundária (e ainda 

terciária e quaternária) deve ocorrer. 

O que pode ser sugerido a partir das curvas de dicroísmo e atividade 

ATPase, e baseado em outros estudos disponíveis na literatura 

(Kalipatnapu e Chattopadhyay, 2005) é que existe uma variação do 

comportamento em função da CMC do detergente, independente de 

ocorrerem alterações na estrutura da Na,K-ATPase. Então, analisando o 

comportamento das curvas de CD e correlacionando essas curvas com a 

atividade da enzima versus a concentração de detergente em diferentes 

concentrações de enzima (Figura 34), duas diferentes situações são 

possíveis: uma abaixo e outra acima da CMC. Então, um esquema de 

associação das subunidades α e β formando diferentes protômeros de 

Na,K-ATPase podem ser proposto (Esquema III).  

A mesma interpretação é possível quando é analisado o 

comportamento das curvas de tensão superficial versus concentração de 

detergente em diferentes concentrações de enzima (0,05; 0,2 e 0,5 mg.mL-

1) nos dois diferentes regimes: acima e abaixo da CMC do detergente. 

Então a hipótese é a de que se tem duas diferentes espécies: uma 

que é originada a altas razões de detergente:enzima e outra que, 

provavelmente como produto da agregação da enzima, onde a razão molar 

de detergente:enzima é menor que 100. Em qualquer caso, a agregação 

resulta em uma diminuição do número de moléculas de enzima 

disponíveis, o que justifica uma menor diminuição na tensão superficial 

quando a concentração da enzima aumenta (Figura 31). A hipótese de 

agregação também explica a menor diminuição na elasticidade comparada 
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a menor concentração da enzima, porque nesse caso as duas condições 

não necessariamente devem ser conectadas, com diferentes pesos 

moleculares e onde devem estar presentes também diferentes 

hidrofobicidades. 

Proteínas e detergentes (abaixo da CMC) são adsorvidos na interface 

ar/líquido desde que a presença da enzima contribui sinergisticamente 

para a diminuição na tensão superficial do surfactante puro, em todas as 

três concentrações de enzima. Além disso, as duas menores concentrações 

de enzima estudadas (0,05 e 0,2 mg.mL-1) apresentam um comportamento 

similar, enquanto que a maior concentração (0,5 mg.mL-1) exibe uma 

menor diminuição na tensão superficial. Acima da CMC do detergente, foi 

observado que o sistema converge no mesmo valor de tensão superficial, 

indicando a formação de micela em todos os casos.  

Aa curvas de tensão superficial e elasticidade concordam com o 

desvio de linearidade apresentado pela enzima a diferentes concentrações 

estudadas para dicroísmo circular, e indicam a adsorção na interface ar-

água de diferentes espécies procedendo das alterações de estrutura 

observadas, o qual resulta nestes diferentes comportamentos superficiais. 

Entretanto, acima da CMC os valores de tensão superficial convergem a 

um mesmo valor, e isso indica que a partir dessa concentração de 

detergente o sistema tende a um mesmo comportamento, independente 

das propriedades iniciais desse sistema. 

Finalmente, a metodologia de obtenção da enzima descrita em 

Santos et al. (2002) resulta em uma forma da enzima (αβ)2 que, quando 

diluído deve formar associações αβ, e quando concentrada deve formar 
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(αβ)4. Estas associações têm atividade ATPase similares e permanecem em 

equilíbrio desde que a concentração de C12E8 seja menor que a sua CMC.  

Se a concentração de detergente for aumentada para valores maiores que 

a CMC, qualquer uma das associações produz as subunidades α e β 

separadas (Esquema III). Essa condição resulta em uma perda de 

atividade ATPase e variações no espectro de CD, tensão superficial e 

elasticidade. 

 

 
[C12E8] abaixo da CMC 
  
          

(αβ)4 (αβ)2    αβ 
 
 
           
 
 
 
 
 
[C12E8] acima da CMC             α   +   β 
 

 

 

Esquema III. Relação entre o mecanismo de separação das subunidades 

da Na,K-ATPase em função da relação proteína:detergente e o efeito na 

atividade ATPase (fundo claro enzima ativa e cinza inativa). 
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5. Conclusão 

  Proteínas de membrana têm sido designadas existirem parcialmente 

em um ambiente no qual água está excluída. Desde que muitas das forças 

que governam o enovelamento de proteínas estão acopladas com as 

propriedades do solvente (ex. “efeitos hidrofóbicos”, ligações de hidrogênio 

e interações eletrostáticas), não é surpreendente que estas forças diferem 

significativamente daquelas das proteínas solúveis. Conseqüentemente, o 

impacto de desenovelamento de uma cadeia polipeptídica dentro da 

bicamada lipídica ainda não está completamente entendido. O número 

crescente de sistemas em que foram caracterizados os valores 

termodinâmicos de desnaturação revelam que o número de variáveis com 

respeito à interações proteína-solvente, proteína-proteína e proteína-lipídio 

devem ser consideradas quando se avaliam as origens moleculares dos 

parâmetros de energética e a termodinâmica de 

enovelamento/desenovelamento. A contribuição relativa de cada uma 

destas variáveis à estabilidade global de uma proteína providencia uma 

completa caracterização de um sistema de proteína de membrana em 

termos de sua energética e parâmetros estruturais. Os valores resultantes 

também são influenciados por uma série de condições experimentais 

incluindo a escolha do surfactante (lipídios ou detergentes), a presença de 

ligantes e condições da solução, como força iônica e pH (Minetti e Remeta, 

2006). 
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 O resultado do exame de valores termodinâmicos revela uma 

diferença fundamental entre proteínas solúveis e de membrana: os 

elementos da estrutura secundária intrabicamada das proteínas de 

membrana são altamente estáveis e resistem à desnaturação térmica, 

enquanto que suas regiões extramembrana têm um comportamento 

similar ao de proteínas solúveis. Vários autores postularam que a menor 

entalpia de desnaturação medida para proteínas de membrana em 

comparação a proteínas solúveis é um indicativo de um incompleto 

desenovelamento (Minetti e Remeta, 2006). 

No estudo de desnaturação de proteínas oligoméricas de membrana 

podem ser encontrados diversos tipos de mecanismo de desnaturação, 

sendo os mais comuns os de “dois estados”, no qual um processo 

cooperativo sem intermediários é o responsável pela desnaturação da 

enzima (Popot e Engelman, 1990), ou ainda um de “três estados”, no qual 

existe um intermediário no processo, que pode tanto ser um monômero 

enovelado ou ainda um oligômero parcialmente desenovelado (Blackburn e 

Noltmann, 1981; Neet e Timm, 1994). Porém, considerando-se a 

complexidade do sistema no qual são estudadas proteínas de membrana 

devido às mais diversas interações entre as subunidades protéicas e ainda 

as interações entre a proteína e os lipídios da bicamada, outros 

mecanismos podem ser aplicados, com a presença de dois ou até mesmo 

de três intermediários no processo (Abdalla e Hamed, 2006). 
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No caso da Na,K-ATPase, as subunidades α e β podem formar 

estruturas oligoméricas na forma (αβ)2 e fica evidente que, durante os 

diversos processos (físicos e químicos) avaliados por métodos bioquímicos 

e biofísicos (tais como: dicroísmo circular, fluorescência, infravermelho, 

calorimetra e atividades ATPase e pNFFase), a enzima apresenta 

intermediários no seu mecanismo de desenovelamento/desnaturação. 

Esses intermediários por sua vez justificam a complexidade do sistema 

estudado, e ajudam a entender como ocorre a perda de atividade da Na,K-

ATPase tanto na sua forma solubilizada quanto na reconstituída em 

lipossomos de DPPC:DPPE. 

Portanto, a análise de intermediários em processos de desnaturação 

fornece informações valiosas para o entendimento do mecanismo de 

enovelamento de uma proteína, a relação entre os processos de 

enovelamento e oligomerização, e ainda a determinação da significância da 

interação entre subunidades. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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