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Siglas e Abreviaturas 

αM – Segmento transmembrana da subunidade α. 
Ala – Alanina 
Arg - Arginina 
Asn - Asparagina 
Asp - Aspartato 
ATP – Adenosina trifosfato 
BSA – Albumina de soro bovino 
C12E8 - Octaetileno Glicol Monododecil Éter 
CMC - Concentração Micelar Crítica  
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CTS – Esteróides Cardiotônicos  
Cys - Cisteína 
DLOPE - Dioleoilfosfatidiletanolamina 
DLS – Espalhamento dinâmico de luz 
DPPC – Dipalmitoilfosfatidilcolina 
DPPE – Dipalmitoilfosfatidiletanolamina 
DSC – Calorimetria Diferencial de Varredura 
EDTA - Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético 
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Gly – Glicina 
HEPES – Ácido hidroexietil piperazina etanosulfúrico 
Phe – Fenilalanina 
Pi – Fosfato Livre 
PI – Índice de Polidispersão 
PKA – Proteína Quinase A 
PKG – Proteína Quinase G 
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SDS – Dodecil Sulfato de Sódio 
Ser – Serina 
Tc – Temperatura Crítica de Transição  
TCA – Ácido Tricloroacético 
Thr – Treonina 
Tris – Tris-(hidroximetil)-aminoetano 
Trp – Triptofano 
Tyr – Tirosina 
Val – Valina 
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Resumo 

 

A Na,K-ATPase é uma proteína integral que utiliza a energia 

derivada da hidrólise do ATP para transportar íons Na+ e K+ através da 

membrana contra seus gradientes eletroquímicos. É composta por três 

subunidades, denominadas α, β e γ. Alguns autores defendem que o 

protômero (αβ) seja a unidade estrutural e funcional da enzima, porém 

outros consideram que a enzima nativa da membrana funciona como 

um oligômero, na forma de um dímero (αβ)2. 

Em estudos com proteínas de membrana, o uso de detergentes é 

bastante comum para manter a proteína de interesse em um estado 

funcional após ser retirada da bicamada lipídica. Além disso, sabe-se 

que vários fatores interferem a atividade enzimática da Na,K-ATPase e 

existem evidências que mostram que a bicamada lipídica, na qual a 

enzima está inserida, também controla a interação entre os protômeros 

da proteína e alterações nas suas propriedades biofísicas podem 

modular a atividade da enzima. 

O objetivo do trabalho foi verificar o efeito de diferentes razões 

detergente/proteína na estabilidade da Na,K-ATPase solubilizada e de 

diferentes microambientes lipídicos na sua atividade, analisando as 

alterações no comportamento termotrópico da bicamada com a 

mudança da composição lipídica, observando as alterações da 

incorporação e recuperação da atividade enzimática quando a proteína 

foi reconstituída em sistemas miméticos de membrana. 



 
 

III 

 

Utilizando o espalhamento dinâmico de luz (DLS) foi possível 

acompanhar o processo de agregação térmica da enzima, fornecendo 

informações da sua estrutura, bem como avaliar a sua estabilidade 

quando solubilizada. 

A desnaturação térmica da Na,K-ATPase também foi avaliada por 

calorimetria diferencial de varredura (DSC) e verificou-se que é um 

processo irreversível, e ocorreu entre 50 e 70°C, sendo a soma de três 

transições. Utilizando DSC, analisou-se ainda o comportamento 

termotrópico dos sistemas de lipossomos e proteolipossomos 

constituídos de DPPC, DPPE e colesterol. Para os sistemas vesiculares, 

na ausência da proteína, foi observado que para o sistema binário de 

DPPC e DPPE, o aumento da proporção do último lipídio induz uma 

separação de fase, assim como a presença de colesterol, tanto nos 

sistemas binários (DPPC:Col e DPPE:Col), quanto no ternário 

(DPPC:DPPE:Col).  

Avaliou-se ainda como o microambiente lipídico interfere na 

incorporação e atividade da Na,K-ATPase. Verificou que diferentes 

quantidades de colesterol alteram a atividade enzimática, confirmando 

que este possui um importante papel na modulação da atividade, 

alterando propriedades da membrana e influenciando na conformação 

da proteína. 

 

 

 

 



 
 

IV 

 

Abstract 

 

Na,K-ATPase is an enzyme that is intrinsic to the plasma 

membrane, responsible for the coupled active transport of Na+ and K+ 

across animal cell membranes.  The enzyme consists of α, β and γ 

subunits. It has been demonstrated that the αβ form  of Na,K-ATPase is 

capable of both ATP hydrolysis and active ion transport, however 

accumulating evidence suggest that the enzyme normally self-associates 

as (αβ)2 dimers.  

In membrane protein research, the most typical use of a detergent 

is to maintain a target membrane protein in a functional, folded state in 

the absence of a membrane. Moreover, it is known that several factors 

influence the enzymatic activity of Na, K-ATPase and there is evidence 

that the lipid bilayer, in which the enzyme is located, also controls the 

interaction between protomers and that changes in their biophysical 

properties can modulate the activity of the enzyme. 

The objective of this study was to investigate the effect of different 

detergent/protein ratios on the stability solubilized of Na, K-ATPase and 

different lipid microenvironments in their activity by analyzing changes 

in the thermotropic behavior of the bilayer, analysing the incorporation 

changes and the recovery of enzyme activity when the protein was 

reconstituted in a membrane mimetic systems. 

Dynamic light scattering (DLS) was used to monitor the process of 

thermal aggregation of the enzyme, providing information on their 

structure and evaluating its stability when solubized. 
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The thermal denaturation of Na, K-ATPase was also evaluated by 

differential scanning calorimetry (DSC) and it was verified that it is an 

irreversible process, which occurred between 50 and 70 ° C, being the 

sum of three transitions. Using DSC, we analyzed the thermotropic 

behavior of proteolipossomos and liposomes consisting of DPPC, DPPE 

and cholesterol. For vesicular systems in the absence of the protein, it 

was observed that for the binary system of DPPC and DPPE, increasing 

the proportion of the latter induces a lipid phase separation and the 

presence of cholesterol in both binary systems (DPPC: Col and DPPE: 

Chol), and in the ternary system (DPPC: DPPE: Chol) it induces a lipid 

phase separation. 

It was also evaluated how the lipid microenvironment interferes 

on the incorporation and activity of Na, K-ATPase. It was found that 

different amounts of cholesterol alter the enzyme activity, confirming 

cholesterol has an important role in the modulation of the activity by 

altering the membrane properties and influencing the protein 

conformation. 
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 1. Introdução 

 

1.1  Propriedades gerais da Na,K-ATPase 

 

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

plasmática de praticamente todas as células animais. Ela utiliza a 

energia derivada da hidrólise do ATP para transportar íons Na+ e K+ 

através da membrana contra seus gradientes eletroquímicos, o que 

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

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

eletroquímico gerado é a fonte de energia para transportar (para dentro 

das células) solutos vitais como a glicose e aminoácidos, além de outras 

vias de transporte, responsáveis pela regulação do volume celular; para 

processos epiteliais de secreção, dentre outros (Lopina, 2001; 

Rajasekaran et al., 2005; Panayiotidis et al., 2006). A medula interna do 

rim é o local onde a enzima se apresenta em maior concentração. Em 

um animal em repouso, cerca de 25% do ATP celular é consumido pela 

Na,K-ATPase para realizar as funções descritas (Martin, 2005). Esta 

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

uma família de transportadores caracterizados pela formação de um 

intermediário fosforilado (Hu e Kaplan, 2000), e de todos os membros, 

somente a Na,K-ATPase e a H,K-ATPase apresentam mais que uma 

subunidade (Blanco, 2005; Panayiotidis et al, 2006). 

A bomba de sódio e potássio é composta por uma subunidade α e 

outra denominada β, que se encontra altamente glicosilada (Noguchi et 
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al., 1987; Hu e Kaplan, 2000, Jorgensen et al., 2003). 

A subunidade α contém aproximadamente 1000 resíduos de 

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

1996; Kaplan, 2002). Diversos estudos bioquímicos determinaram que 

há 10 segmentos transmembrana (Canfield e Levenson, 1993; Karlish et 

al., 1993; Pressley, 1996; Fiedler e Scheiner-Bobis, 1996; Jorgensen et 

al., 1998a, 2003; Béguin et al., 1997 Hu e Kaplan, 2000; Kaplan, 2002) 

e que existem 5 alças extracelulares e 4 intracelulares em sua estrutura 

(Kaplan, 2002; Kühlbrandt, 2004).  

A subunidade β possui massa molecular aparente cerca de 50 

kDa e é composta por cerca de 370 aminoácidos. Destes, 

aproximadamente 30 resíduos são expostos no citosol e 300 formam a 

porção extracelular (Skou e Esmann, 1992; Lingrel et al., 1994; 

Pedersen et al., 1996; Jorgensen et al., 1998a, 1998b, 2003; Geering, 

2000; Hasler et al., 2001; Kaplan, 2002). Esta subunidade apresenta 

um único segmento transmembrana e um ectodomínio que carrega três 

pontes de sulfeto e diversas cadeias de açúcar. Diversos estudos têm 

reportado que a subunidade β está envolvida na afinidade aparente da 

enzima pelo K+, além de ser essencial para a translação, estabilidade e 

correta inserção da subunidade α na membrana (Jaisser et al., 1992; 

Lutsenko e Kaplan, 1993; Geering et al., 1996; Fontes et al., 1999; 

Hasler et al., 1998, 2001; Barwe et al., 2007). Outras funções estão 

sendo atribuídas à subunidade β, por exemplo, um importante papel em 

processos relacionados à polaridade da célula, como a adesão e 
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mobilidade celular, transição de célula epitelial a mesenquimal e 

transformação oncogênica (Geering, 2008). 

A contribuição da Na,K-ATPase para diversos processos 

fisiológicos requer que as suas funções sejam ajustadas especificamente 

com a necessidade de cada tecido. Uma das estratégias desenvolvida 

pelo organismo para conferir tal versatilidade é a expressão de 

isoformas com capacidades funcionais distintas (Blanco, 2005). 

Foram identificadas quatro isoformas para a subunidade α em 

diferentes tecidos. A isoforma α1 é encontrada praticamente em todas as 

células, principalmente em rim, onde uma regulação especialmente fina 

da Na,K-ATPase é requerida (Lopina, 2001). As isoformas α2 e α3 são 

encontradas distribuídas em diversos tecidos, como cérebro, coração, 

cartilagem, útero e placenta e finalmente, a forma α4 é normalmente 

localizada em testículos, encontrada em humanos e ratos (Woo et al., 

2000; Kaplan, 2002, Blanco, 2005). As isoformas α possuem 

similaridade na estrutura primária. Comparações entre a seqüência de 

aminoácidos para uma variedade de espécies indicam um alto índice de 

conservação. Para α1 e α2 a similaridade é de aproximadamente 92% e 

para α3, cerca de 96%. A isoforma α4 de rato, camundongo e humano 

possuem 90% de identidade (Blanco, 2005). 

Para a subunidade β têm sido reportadas três isoformas (Shull et 

al., 1986; Martin-Vasallo et al., 1989; Gloor et al., 1990; Malik et al., 

1996; Blanco, 2005; Madan et al., 2007). Assim como no caso da 

subunidade α1, a β1 é predominante em rim de mamíferos. As isoformas 
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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 (βm) (Skou e 

Esmann, 1992; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Pestov et al., 1999; Blanco, 

2005; Geering, 2008). As β-isoformas também possuem alto índice de 

conservação dos aminoácidos para as diferentes espécies, cerca de 95% 

para β1 e β2 e 75% para β3. (Blanco, 2005). 

As interações entre as subunidades α e β através de seus 

segmentos transmembrana e domínios citoplasmáticos parecem ter 

importância tanto estrutural quanto funcional, pois tentativas de 

separação das subunidades levam à perda da atividade catalítica ou 

resulta em uma subunidade α com atividade catalítica bastante 

diferente daquela da forma associada (Skou e Esmann, 1992; Ivanov et 

al., 2000; Jorgensen et al., 2003). As isoformas podem ser combinadas 

de diferentes maneiras, resultando em alta heterogeneidade da enzima. 

As combinações α1β1, α1β2, α1β3, α2β1, α2β2, α2β3, α3β1, α3β2, α3β3, α4β1 e 

α4β3 já foram estudadas e se mostraram enzimas cataliticamente 

competentes (Blanco, 2005). 

Considera-se também em alguns tecidos, a existência de uma 

pequena proteína com um único segmento transmembrana, 

apresentando a extremidade N-terminal voltada para o meio 

extracelular e C-terminal para o citoplasma. Pertencente à família FXYD 

foi descoberta por Forbush et al. (1978), expressa principalmente no 

rim, possui massa molecular cerca de 10 kDa (Therien e Blostein, 2000; 



 Introdução 
 
 

 5 

Geering, 2006) e é considerada a terceira subunidade da bomba de 

sódio e potássio, denominada γ (FXYD2) (Béguin et al., 1997; Garty e 

Karlish, 2005). Esta subunidade está localizada próxima ao segmento 

transmembrana M9 e modula a atividade da enzima pela mudança da 

afinidade aparente pelo sódio, potássio e ATP (Geering, 2008).  

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

mecanismo bem conhecido proposto há cerca de trinta anos por Albers 

e Post 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 no qual a enzima apresenta dois estados 

conformacionais: uma forma E1, que 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 ainda 

que a ligação dos íons à molécula da enzima passa por dois estágios: 

uma forma não ocluída e outra ocluída (Jorgensen et al., 2003).  Um 

passo chave para a transferência de energia necessária no transporte 

ativo desta enzima é que, durante o ciclo reacional, há formação de um 

intermediário fosforilado (na presença de Na+), sendo esse fosfato de alta 

energia e ligado covalentemente à enzima. O íon K+ promove a liberação 

do grupo fosfato no decorrer do ciclo como um fosfato livre (Pi), fazendo 

com que a enzima retorne a um estado pronto para a ligação com outro 

ATP (Jorgensen et al., 2003; Martin, 2005). 

A estrutura cristalina da Na,K-ATPase de rim de porco foi 
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resolvida e revelou uma  estrutura composta por três subunidades 

(Morth et al., 2007). 

A subunidade α possui uma topologia similar a da Ca-ATPase 

com três domínios citoplasmáticos característicos: o atuador (A), o de 

ligação de nucleotídeo (N) e o de fosforilação (P), os quais, juntos com os 

dez segmentos transmembranas αM1 - αM10, foram bem resolvidos em 

mapas de densidade eletrônica (Morth et al., 2007).  

A unidade assimétrica do cristal consiste de duas αβγ-unidades 

com limitado contato entre os domínios A e não há interação entre os 

segmentos transmembrana das α-subunidades. A única interação entre 

domínios da membrana ocorre entre β-subunidades, que estão 

opostamente orientadas em relação ao plano da membrana (Morth et 

al., 2007).  

Foram identificados dois sítios de ligação na subunidade α para 

íons K+, localizados entre as hélices transmembrana αM4, αM5 e αM6 

(Morth et al., 2007). 

A hélice transmembrana da subunidade β foi claramente visível 

no mapa de densidade eletrônica, atravessando a membrana com uma 

inclinação próxima de 45° e fazendo um contato direto com αM7 e 

αM10. Está mais próxima da αM7 e aproxima-se de αM10 na 

extremidade extracelular, em concordância com conclusões prévias que 

a subunidade β juntamente com αM7 permanecem ancoradas na 

membrana, enquanto que αM8-αM10 são liberadas na desnaturação 

térmica (Morth et al., 2007).  
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Além disso, de acordo com dados de microscopia eletrônica, os 

mapas de densidade eletrônica indicam que a β-subunidade cobre as 

porções extracelulares αM5-αM6 e αM7-αM8 e isso pode estar 

relacionado à sua função essencial na oclusão dos íons K+ (Morth et al., 

2007).  

Já a subunidade γ possui uma estrutura predominantemente em 

α-hélice e está localizada próxima a αM9 e não entre αM9 e αM2, como 

foi sugerido por estudos baseados na estrutura da Ca-ATPase (Morth et 

al., 2007).  

A estrutura cristalina da Na,K-ATPase extraída de glândulas 

retais de tubarão também foi descrita em resolução de 2,4 Å (Shinoda et 

al., 2009).  

Uma comparação detalhada entre a estrutura da Ca-ATPase e da 

Na,K-ATPase revelou importantes diferenças pertinentes às suas 

funções, embora cada um dos três domínios citoplasmáticos e as 10 

hélices transmembranas sejam sobreponíveis. Na Ca-ATPase, o domínio 

citoplasmático tem uma configuração compacta, estabilizada, em parte, 

por duas ligações de hidrogênio entre os domínios atuador (A) e 

nucleotídeo (N). Na Na,K-ATPase os domínios A e N interagem 

fortemente, somente por uma ponte salina envolvendo a Glu 223 (A; 

correspondendo a Val 185 na Ca-ATPase) e Arg 551 (N; Arg 550).  O 

domínio N da Na,K-ATPase está aproximadamente 22° mais afastado do 

domínio P que na Ca-ATPase, o que é talvez pertinente ao seu turnover 
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enzimático muito mais rápido (200s -1 versus 30s-1) (Shinoda et al., 

2009). 

Na região transmembrana, o desenrolamento da αM5 (em Asn 

783) e αM7 (em Gly 855) se destaca. O segmento da αM7, próxima da 

superfície citoplasmática tem uma dobra diferente de aproximadamente 

18°, que parece ter uma importância central na ligação do K+. Na 

resolução de 2.4 Å, a geometria de coordenação do K+ com a associação 

de moléculas de água é evidente.  O sítio 1 é feito essencialmente de 

apenas cinco átomos de oxigênio, de uma única cadeia principal (Thr 

779), três cadeias laterais (Ser 782, Asn 783 e Asp 811) e uma molécula 

de água. O átomo de oxigênio mais próximo da Glu 786 está 3.4 Å 

afastado e não tem contribuição. O sítio 1 tem uma valência de 1,06 e 

está bem qualificado para ser um sítio de alta afinidade por K+ (valência 

ideal = 1,0) (Shinoda et al., 2009). 

O sítio 2 está desviado 1.3 Å para o lado extracelular em 

comparação com o sítio 1.  O sítio 2 é coordenado por três cadeias 

principais (Val 329, Ala 330 e Val 332), três ou quatro oxigênio de 

cadeias laterais (Asn 783, Glu 786, Asp 811 e possivelmente Glu 334) e 

nenhuma molécula de água. Embora o número de coordenação seja 

alto, a soma das valências parciais é mais baixa que do sítio 1, sendo 

0,64. Glu 334 na αM4 é um resíduo estruturalmente muito importante, 

consistente com resultados de mutagêneses. Assim, os dois sítios de 

coordenação de íons K+ têm características diferentes, mas a geometria 

de coordenação 
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é bastante distorcida em ambos. A soma das valências parciais 

calculada para Na+ é de 0,62 no sítio 1 e 0,54 no sítio 2, explicando a 

menor afinidade para Na+ neste estado (Shinoda et al., 2009). 

Uma diferença evidente é a presença da Pro785 na hélice αM5 na 

Na,K-ATPase ao invés de Gly 770 na Ca-ATPase. Devido a esse resíduo 

de prolina, a αM5 é desenrolada e dobrada (~ 18°) de tal maneira que o 

oxigênio da Thr 779 torna-se disponível para a coordenação de K+. A 

αM5 da Ca-ATPase é similarmente dobrada, mas é uma hélice contínua, 

criando um pequeno espaço extra.  O desdobramento da αM7 parece 

então ser de grande importância na ligação de K+. Este desdobramento 

é estabilizado pela ligação de hidrogênio da Tyr 44 da subunidade β 

com a Gly 855, que por outro lado ficaria exposta na porção hidrofóbica 

da bicamada lipídica. Portanto, a Ca-ATPase não pode se ligar a íons K+, 

porque não possui a subunidade β. Nota-se também a presença de uma 

molécula de colesterol, que parece proteger a parte desenrolada da αM7. 

A sua presença então está potencialmente relacionada à forte 

dependência da atividade da Na,K-ATPase pelo colesterol (Shinoda et 

al., 2009). 

Para subunidade β foi visto que o seu domínio extracelular é 

grande, glicosilado e rico em resíduos aromáticos. A hélice 

transmembrana está inclinada aproximadamente 32° da normal da 

membrana, quase paralela a αM7. Entretanto, forma quatro ligações de 

hidrogênio e numerosos contatos com duas hélices transmembranas da 

subunidade α, primariamente usando dois clusters de resíduos 
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aromáticos. O primeiro cluster, próximo do colesterol, é formado a 

partir de quatro resíduos (Phe 39 – Tyr 44) da subunidade β e um (Tyr 

1001) da M10 da subunidade α. Ambos, Tyr 40 e Tyr 44 interagem com 

αM7 e colesterol. O outro cluster está na parte extracelular, do qual sete 

resíduos de quatro hélices participam. Tais interações complexas entre 

as subunidades α e β, explicam em parte, resultados prévios que 

implica na participação da subunidade β na modulação dos transportes 

dos cátions (Shinoda et al., 2009).  

A Na,K-ATPase extraída de glândulas retais de tubarão possui 

ainda uma proteína regulatória, FXYD10. A sua parte transmembrana 

está aproximadamente perpendicular à membrana, interagindo quase 

que exclusivamente com a parte extracelular da αM9. Dois conservados 

resíduos de Gly, em particular a Gly 34, são evidentemente importantes 

para isso. Ligações de hidrogênio são encontradas somente entre Cys 

31 e αGlu 960. Como a αGlu 960 será exposta a parte hidrofóbica da 

membrana se a FXYD estiver ausente, ela terá que encontrar um par 

para fazer a ligação de hidrogênio dentro da subunidade α. Por isso é 

concebível que a FXYD10 desempenha um papel importante de 

regulação através das interações com a αGlu 960. A função do motivo 

FXYD parece claro. O primeiro resíduo, Phe 12, ancora o segmento para 

a subunidade β e o último resíduo, Asp 15, cobre a hélice. O terceiro 

resíduo, Tyr 14, e o subsequente Tyr 16 formam um cluster de resíduos 

aromáticos com βTyr 69 e αTrp 987 para formar um sanduíche da 

subunidade β junto com a subunidade α. Glu 10/Arg 11 e Tyr 16 
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mediam uma complexa rede de ligações de hidrogênio entre ambas as 

subunidades. Então, funcionalmente, o motivo deveria ser considerado 

FXYD/W. O último resíduo Tyr é substituído por Trp em FXYD3 e 

FXYD4, mas o seu anel irá funcionar similarmente como doador de 

hidrogênio para  βAsp 71 (Shinoda et al., 2009).  

 

Figura 1. Arquitetura da Na,K-ATPase  com MgF42- e K+ ligados. 

(Shinoda et al., 2009) 
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A relação entre a estrutura quaternária e a função da Na,K-

ATPase ainda é contestável. 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. É geralmente 

aceito que o heterodímero (αβ) seja a unidade estrutural mínima da 

enzima e vários estudos mostraram a presença de associações entre as 

subunidades α e β com estequiometria 1:1, tanto para a enzima na 

membrana quanto 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 (Glynn, 1985; Askari, 1987; Boldyrev, 2001; Ivanov et 

al., 2002; Martin, 2005; Rigos et al., 2008; 2010).  

Embora existam autores que consideram o protômero como a 

unidade funcional e estrutural da enzima (Ward e Cavieres, 1993, 1996; 

Martin et al., 2000; Takeda e Kawamura, 2001), há outros que 

consideram que a enzima nativa da membrana funciona como um 

oligômero, na forma de um dímero: (αβ)2 (Thoenges e Schoner, 1997; 

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

Laughery et al., 2004, Rigos et al., 2006, Pilotelle-Buner et al., 2008), 

ou ainda na forma de um tetraprotômero: (αβ)4 (Mahaney et al., 1990; 

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

 A Na,K-ATPase possui várias funções fisiológicas. Alterações de 

expressão e/ou seu mau funcionamento pode estar relacionado à 

patogênese de diversas doenças. De fato, alterações na expressão e 
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atividade da Na,K-ATPase foi observada em pacientes com doença de 

Alzheimer, diabetes, hipertensão e câncer. Portanto, a bomba de sódio e 

potássio pode ser o alvo para o desenvolvimento de diferentes drogas, 

como, por exemplo, drogas anticâncer, pois funciona como um versátil 

transdutor de sinal, fator fundamental na adesão celular (Chen et al., 

2006). 

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

diretamente pela proteína quinase A (PKA) e proteína quinase G (PKG) 

na 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, sendo a bomba 

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).  

Esteróides cardiotônicos (CTS), conhecidos como ligantes da 

bomba de sódio e potássio têm sido amplamente utilizados para o 

tratamento da insuficiência cardíaca. Embora CTS fossem 

anteriormente considerados importantes na regulação do transporte de 

sódio renal e pressão arterial, trabalhos recentes implicam que esses 

hormônios estão envolvidos no crescimento celular, diferenciação, 

apoptose, modulação de imunidade e metabolismo de carboidrato, além 

de várias funções do sistema nervoso. Estes inibidores possuem sítios 
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de ligação específicos nas porções extracelulares αM1-αM2; αM5-αM6 e 

αM7-αM8 e há evidências que concentrações extremamente baixas de 

CTS, que provavelmente não inibe a bomba, são capazes de iniciar a 

sinalização de diversos processos, o que é extremamente importante 

para diversas funções celulares (Bagrov et al., 2009). 

Dentre os hormônios, a ouabaína é o mais importante e se insere 

no domínio transmembrana, muito próximo aos íons K+. A estrutura 

cristalina da Na,K-ATPase ligada a ouabaína e postássio descrita por 

Ogawa et al.(2009) apoia a proposta de que as hélices M5 e M6 são os 

principais sítios de ligação da ouabaína, porém solicita reconsideração 

de estudos anteriores de que o hormônio se liga à porção extracelular 

da enzima.  

Tem sido descrito que essa ligação da ouabaína à Na,K-ATPase 

afeta múltiplas funções celulares, como por exemplo a ocorrência de 

efeitos na expressão gênica, ligação celular, modificação da resposta 

imune, dentre outros (Xie et al. 2003). O mecanismo no qual a Na,K-

ATPase atua como biosinalizador é baseado na ligação da ouabaína e 

então a enzima passa a ter uma interação física com outras moléculas 

sinalizadoras (Chen et al., 2006; Aperia, 2007). De acordo com Costa et 

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

outras proteínas pode estar relacionado com a dimerização da enzima, 

uma vez que foi sugerido que essas interações ocorram no “loop” M4 e 

M5 da subunidade α, o que justificaria a formação de dímeros na 

célula, ainda que essa formação, como já descrito, não seja essencial 
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para o transporte dos cátions na membrana. 

 Além desses fatores, 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) e que alterações nas propriedades 

biofísicas da membrana podem modular a atividade da enzima (Zhang 

et al., 2008). 
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2. Objetivos 
 

1. Determinar os estados oligoméricos e parâmetros termodinâmicos da 

Na,K-ATPase solubilizada e purificada, através do mecanismo de 

desnaturação da enzima, analisado por espalhamento dinâmico de 

luz e por calorimetria diferencial de varredura em diferentes 

proporções de proteína e detergente; 

2. Determinação de parâmetros termodinâmicos do lipossomo e 

proteolipossomo constituído de DPPC, DPPE e colesterol. 

3. Correlacionar a temperatura de transição lipídica com a atividade 

catalítica da enzima. 
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3. Materiais e Métodos 

 

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

(ααααββββ)2 

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

medula externa de rim de coelho e solubilizadas com C12E8 na relação 

proteína:detergente de 1:1 (p/p), a 4°C, conforme descrito por 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 mM, pH 

7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM e C12E8 0,005 mg/mL, a 4°C. O 

eluato foi monitorado continuamente a 280 nm e as frações coletadas 

foram acompanhadas por atividade PNFFase e ATPase. As frações que 

apresentaram atividade ATPase foram reunidas e concentradas por 

ultrafiltração em sistema Amicon, dialisadas em tampão Tris.HCl 5 mM, 

pH 7,0, contendo C12E8 0,005 mg/mL por 2 horas, a 4°C, congeladas 

empregando-se gelo seco e acetona e finalmente armazenadas em 

freezer a –20°C. 

 

3.2 Dosagem de proteína 

As concentrações de proteína foram determinadas pelo método 

descrito por Hartree (1972) na presença de SDS 2% (p/v) utilizando a 

albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 
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3.3 Preparação dos proteolipossomos 

O fosfolipídio ou mistura de fosfolipídios foi dissolvida em 

clorofórmio, que foi removido através da passagem de uma corrente de 

nitrogênio, formando um filme nas paredes do recipiente. Estes filmes 

foram mantidos a vácuo por 1 hora, para garantir a completa remoção 

do solvente. Em seguida os filmes foram ressuspensos em tampão 

Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM e C12E8 10 

mg/mL e deixados em banho à temperatura de 60°C durante uma hora 

com agitações a cada 10 minutos em Vortex. Posteriormente a mistura 

lipídio-detergente foi sonicada por 1 minuto, utilizando-se um sonicador 

de ponta (VibraCell VC-600) e deixada por 1 hora à temperatura 

ambiente. 

Os proteolipossomos foram preparados pela co-solubilização de 

lipídios, proteína e detergente em diferentes relações conforme descrito 

por Santos et al. (2005). A Na,K-ATPase solubilizada e purificada em 

tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM e 

C12E8 0,005 mg/mL foi incubada com a mistura de lipídio-detergente 

por 10 minutos, em banho de gelo. O detergente foi então removido pela 

adição da resina Bio-Beads (200 mg/mL), em intervalos repetidos de 5, 

10 e 45 minutos. A resina foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e 

finalmente, a suspensão de vesículas foi ultracentrifugada por 1 hora, a 

100.000xg a 4°C. 

As atividades PNFFase e ATPase total, antes da 

ultracentrifugação bem como  a atividade presente no sobrenadante e 
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no pellet foram usadas para calcular a porcentagem de incorporação da 

Na,K-ATPase aos lipossomos.  

 

3.4 Determinação da atividade ATPase 

A atividade ATPase foi determinada descontinuamente, a 37°C, 

utilizando-se um espectrofotômetro Spectronic Modelo Genesis 2 

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

reacional HEPES 50 mM contendo ATP 3 mM, pH 7,5 e KCl 10 mM, 

MgCl2 5 mM e NaCl 50 mM em volume final de 1,0 mL. A reação foi 

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 (Santos et al., 2005).  

Os tubos foram então colocados em banho de gelo para diminuir 

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

seguida, foi efetuada a dosagem de fosfato, seguindo o método descrito 

por Heinomen e Lahti (1981). Em cada experimento foram incluídos 

controles sem a enzima para se estimar a hidrólise não enzimática do 

substrato. As determinações foram feitas em duplicatas e tomando-se o 

cuidado para não hidrolisar mais que 5% de substrato. Uma unidade de 

enzima foi definida arbitrariamente como sendo 1 nmol de fosfato 

liberado por minuto, nas condições padrões do teste. 
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3.5 Medidas de distribuição de tamanho de partícula por 

espalhamento de luz dinâmico. 

 As medidas de distribuição de tamanho dos lipossomos e 

proteolipossomos foram realizadas empregando-se o equipamento da 

Beckman Coulter (modelo N5 Submicron Particle Size Analyser). 

Nos experimentos de espalhamento de luz dinâmico, o diâmetro 

médio é determinado a partir do coeficiente de difusão, D, das vesículas 

quando estas se movem ao acaso devido ao movimento Brawniano. O 

coeficiente de difusão das vesículas é calculado a partir da flutuação da 

intensidade da luz espalhada, expressa através do decaimento da 

função de correlação: 

g(τ) = 1 + e(-2Dq2 τ )               (Equação 1) 

onde g(τ) é função de auto-correlação temporal, 

D é o coeficiente de difusão das partículas, 

q é o módulo do vetor de espalhamento  

q = 
λ

Π4
 sen

2

θ
          (Equação 2) 

onde λ  é o comprimento de onda da radiação e θ é o ângulo da luz 

coletada em relação ao feixe incidente. 

A intensidade de luz espalhada é modulada através do movimento 

Brawniano das vesículas que se difundem resultando na ampliação da 

largura da linha do laser (efeito Doppler). Pelo exame da amplitude 

espectral da luz espalhada, o tamanho da vesícula pode ser calculado. 

O raio hidrodinâmico pode ser obtido pela equação de Stokes-Einstein: 
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                D = 
H

B

R

TK

ηΠ6
           (Equação 3) 

 

onde KB é a constante de Boltzmann 

  T é a temperatura (kelvin) 

 η é a viscosidade do solvente 

RH é o raio hidrodinâmico 

 

Para a medida do diâmetro médio dos lipossomos, diluíram-se as 

amostras em tampão de trabalho, até que a intensidade estivesse 

dentro da faixa requerida pelo equipamento (entre 5 x 104 e 1 x 106). 

 Quando se realizou os estudos com a proteína solubilizada, 

utilizou-se uma concentração de 0,3 mg/mL , alterando a concentração 

de C12E8 e temperatura de acordo com cada experimento.  

Para o estudo de agregação térmica, a enzima solubilizada (αβ)2 

foi incubada em banho termostatizado na temperatura requerida por 

trinta minutos. Após esse tempo a medida de espalhamento de luz foi 

feita em temperatura ambiente (25ºC). Todas as amostras foram 

filtradas antes da medida em filtros com poros de 0,8µm. 

 

3.6 Preparação de lipossomos por extrusão 

 Os lipídios foram pesados de acordo com a composição desejada e 

dissolvidos em clorofórmio. O clorofórmio foi removido através da 

passagem de uma corrente de nitrogênio formando um filme nas 

paredes do tubo. Estes filmes foram mantidos a vácuo por 1 hora, para 
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garantir a completa remoção do solvente. Em seguida o filme foi 

ressuspenso no tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, 

KCl 150 mM a fim de formar uma solução de concentração final total de 

lipídio de 1 mg  / mL. A solução foi deixada em banho à temperatura de 

60°C durante uma hora com agitações a cada 10 minutos em Vortex. 

 Um mini extrusor (Liposofast da Sigma-Aldrich) foi montado com 

duas seringas de 0,50 mL, como mostrado na Figura 2 e a solução de 

lipídeos foi transferida de uma seringa para outra por 21 vezes, 

passando através de uma membrana de policarbonato (100nm) 

colocada entre dois suportes na forma de anel para que não houvesse a 

ruptura dessa. Isto foi realizado sob fluxo de ar quente para que o 

sistema atingisse a temperatura de transição. A solução extrusada foi 

então recolhida e a medição do diâmetro dos lipossomos formados foi 

feita por espalhamento de luz (Beckman Coulter – N5 Submicron 

Particle Size Analyser). 

 

 

Figura 2. Esquema do extrusor utilizado na preparação dos lipossomos. 
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3.7 Calorimetria Diferencial de Varredura  

 Os estudos de calorimetria foram realizados utilizando um 

aparelho N - DSC II: Differential Scanning Calorimeter da Calorimetry 

Sciences Corporation. 

 A amostra de lipossomo e a referência (tampão) foram inicialmente 

desaeradas e aplicadas no calorímetro (300 µL de cada). Foi realizada 

uma varredura de temperatura de 10ºC a 90ºC, com velocidade de 

aquecimento de 0,5 ºC/min e uma varredura de 90ºC a 10ºC com 

velocidade de resfriamento de 0,5 ºC/min. Esse ciclo foi repetido por 

pelo menos mais uma vez.  

 Um sistema de controle aumenta imediatamente a energia 

fornecida para a amostra quando o processo é endotérmico, e aumenta 

a energia fornecida para a referência quando o processo é exotérmico, 

conservando assim o sistema com a mesma temperatura. Um gráfico da 

energia fornecida pelos aquecedores é formado, possibilitando 

quantificar as transformações, uma vez que a compensação de potência 

é proporcional à energia envolvida na reação. 

 Os dados de potência (µW) são transformados em capacidade 

calorífica molar (Equação 4) e finalmente determinam-se os valores de 

temperatura de transição, variação de entalpia (Equação 5), variação de 

entropia (Equação 6)  e a energia livre de Gibbs (Equação 7). 

 

=)(TCp
].[

.).(....

SolutoV

CVVCVP
dT

dt

cel

solventesolutocelsolventecel ρρ −−∆
. MM  (Equação 4), 
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onde 

Vcel = volume da célula do calorímetro 

 ρ =  densidade do solvente 

Vsoluto = volume do soluto na célula da amostra 

Csolvente = capacidade calorífica do solvente 

MM = massa molar do soluto 

 

∫∆+∆=∆
T

T

t

t

dTTCpTHTH )()()(  (Equação 5) 
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STHG ∆−∆=∆  (Equação 7) 
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4. Resultados e Discussão 

4.1 Estudos empregando-se a enzima solubilizada e purificada 

4.1.1 Espalhamento dinâmico de luz - DLS 

 

A interpretação dos resultados de experimentos com a enzima 

solubilizada tem sido dificultada devido a relativa instabilidade e 

tendência de agregação entre as subunidades α da enzima. Diferentes 

agregados entre subunidades α e β podem ser formados dependendo do 

método usado para solubilizar e purificar a proteína e diferentes 

estequiometrias entre as subunidades α e β da Na,K-ATPase são 

observadas (Rigos et al., 2006). 

Para avaliar o comportamento da Na,K-ATPase solubilizada 

realizou-se um estudo de agregação térmica por espalhamento dinâmico 

de luz (DLS). Como a proteína agregada possui uma habilidade maior de 

espalhar a luz que a molécula original, uma maneira conveniente de 

estudar a cinética de agregação seria o registro do aumento da 

intensidade da luz espalhada. Um grande número de investigações de 

agregação para diferentes proteínas foi realizado, nos quais o tamanho 

dos agregados foi estimado por DLS (Markossian et al., 2009). 

Além do diâmetro hidrodinâmico, o índice de polidispersão (PI) é 

um parâmetro importante para auxiliar na interpretação dos 

resultados, já que nos fornece informações sobre a distribuição de 

tamanho das partículas, mostrando o quão homogênea está a solução. 
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De acordo com a Figura 3 verifica-se que o diâmetro médio 

aumenta conforme se aumenta a temperatura, indicando que deve 

ocorrer o processo de agregação térmica, além disso, há o aparecimento 

de um pico nos valores de PI entre 50 e 70°C. 
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Figura 3. Medidas do diâmetro médio (□) e índice de polidispersão (●) 

realizadas por DLS à 25ºC da enzima solubilizada (0,3mg mL-1) em 

tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM e 

C12E8 0,005 mg mL-1, incubada por 30 minutos em diferentes 

temperaturas.  
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Resultados de inativação térmica da enzima solubilizada, 

monitorando a atividade PNPPase e estudos de dicroísmo circular numa 

faixa de temperatura de 10 a 80ºC foram descritos por Rigos et al. 

(2006). Esse trabalho mostrou que a atividade catalítica da enzima foi 

reduzida em duas etapas, uma primeira em 32ºC e outra em 52°C. Esta 

última ocorre provavelmente devido a um processo de desenovelamento 

e agregação da proteína. Estes resultados, portanto, estão de acordo 

com os obtidos por DLS, confirmando que a partir de 50°C deve ocorrer 

separação das subunidades com posterior agregação entre subunidades 

α, o que deve provocar o aumento do índice de polidispersão, já que 

partículas de diferentes tamanhos estão presentes, resultando em uma 

solução mais heterogênea.  A partir dessa temperatura a formação de 

agregados permanece, visto que o diâmetro continua a aumentar, mas 

por outro lado, uma diminuição dos valores de PI é observada, já que 

deve predominar agora, a presença de agregados com tamanhos 

semelhantes, formando, portanto uma solução mais homogênea.  

 

(αβ)2 ↔ 2 (αβ) ↔ α + β ↔ αn  

 

Para verificar se o processo de agregação térmica é tempo 

dependente, a amostra foi incubada em determinada temperatura em 

diferentes tempos. Escolheram-se temperaturas na faixa onde deve 

ocorrer a desnaturação térmica da enzima e observa-se pela Figura 4 

que altas temperaturas resultam em agregados maiores, mas depois de 
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duas horas, os valores de diâmetro médio dos agregados se mantêm 

constantes. 
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Figura 4. Medidas do diâmetro médio realizadas por DLS à 25ºC da 

enzima solubilizada (0,3mg mL-1)  em tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, 

contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM e C12E8 0,005 mg mL-1, incubada 

em diferentes tempos  em 50°C (●); 60°C (■) e 70°C (▲). 
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Em estudos com proteínas de membranas, o uso de detergentes é 

essencial para manter a proteína de interesse em um estado funcional 

fora da bicamada (Privé, 2007). Os fatores que influenciam a 

estabilidade e agregação da Na,K-ATPase em solução têm sido o foco de 

diversos estudos. Sabe-se que proteínas integrais solubilizadas com o 

uso de detergentes não-iônicos mantêm sua estrutura nativa e atividade 

por um tempo considerável. A razão detergente/proteína é um 

parâmetro crucial para o processo de agregação e desnaturação da 

enzima depois de removê-la da região hidrofóbica da membrana lipídica.  

Trabalhos realizados anteriormente no nosso laboratório 

mostraram a influência dessa razão na atividade catalítica e na 

estrutura da enzima. Verificou-se que em concentrações de C12E8 

abaixo de 0,1 mg/mL a atividade não foi afetada, mas que em altas 

concentrações, a atividade teve um decaimento sigmoidal com ponto de 

inversão em 0,4 mg/mL de C12E8  que corresponde a uma razão molar 

C12E8/proteína cerca de 300. Também foram observadas alterações na 

estrutura secundária, analisando resultados de dicroísmo circular, em 

diferentes concentrações de detergente (Rigos et al., 2008). 

Experimentos de espalhamento dinâmico de luz foram então 

realizados com a finalidade de compreender o efeito do surfactante nas 

propriedades estruturais da proteína, acrescentando informações e 

contribuindo para a interpretação dos resultados. 

Observa-se na Figura 5 que conforme se aumenta a proporção de 

detergente, o diâmetro médio das partículas diminui, enquanto que o PI 

aumenta exponencialmente. Isto indica que o detergente deve induzir a 
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segregação das subunidades da enzima e prevenir a agregação entre 

elas. Estes resultados estão condizentes com Esmann (1984) e Mimura 

et. al (1993)  que também observaram mudanças na estrutura 

oligomérica da Na,K-ATPase purificada de rim de cachorro. Nos 

referidos trabalhos, com o aumento da concentração de C12E8, a massa 

molar da enzima diminuiu, indicando que o estado de oligomerização 

depende das condições do meio e que o detergente provocou a 

dissociação da proteína.  Por outro lado, vale ressaltar que o detergente 

deve formar micelas em solução, quando acima da CMC (0,053 mg/mL), 

que possuem tamanho em torno de 7 nm, o que deve contribuir para o 

aumento da polidispersão e a diminuição do tamanho médio das 

partículas. 
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Figura 5. Medidas do diâmetro médio (□) e índice de polidispersão (●) 

realizadas por DLS à 25ºC da enzima solubilizada em tampão Tris.HCl 5 

mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM , incubada com 

diferentes concentrações de C12E8. 
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Em altas concentrações de detergente o processo de agregação é 

muito mais lento, porém a atividade enzimática é perdida mais 

rapidamente, que de acordo com Esmann (1984) ocorre devido a 

delipidação, já que os lipídios associados são essenciais para manter a 

estrutura nativa da enzima.  

Com a finalidade de verificar se a presença do detergente previne, 

e se sua concentração interfere no processo de agregação térmica da 

enzima, medidas de diâmetro médio e PI foram feitas, utilizando 0,1 e 

1,0 mg/mL de C12E8, alterando a temperatura de incubação da amostra 

de 25 à 80ºC. 

Observando-se a Figura 6 percebe que em ambas as 

concentrações de detergente, o diâmetro médio aumenta, provavelmente 

devido ao processo de agregação, entretanto, na concentração de 1,0 

mg/mL o tamanho dos agregados atinge um valor inferior daqueles 

quando a concentração de C12E8 é dez vezes menor. Isto pode ser 

explicado, considerando que uma maior concentração de C12E8 possui 

uma capacidade maior de impedir que após a separação das 

subunidades, estas passem por um processo de agregação, favorecendo 

as interações proteína-detergente e desfavorecendo as interações 

proteína-proteína, limitando o tamanho dos agregados a um valor 

inferior. Porém, ressaltando novamente, o fato de haver mais micelas 

em solução, com diâmetro médio de 7 nm, contribuindo para um 

tamanho médio menor. 
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Figura 6. Medidas do diâmetro médio (□) e índice de polidispersão (○) 

realizadas por DLS à 25ºC da enzima solubilizada (0,3 mg mL-1 )em 

tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM , 

incubada com 0,1 mg mL-1  (símbolos abertos) e 1,0 mg mL-1  (símbolos 

fechados) de C12E8 em diferentes temperaturas. 
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Com a finalidade de avaliar a estabilidade da amostra e para 

confirmar que a agregação ocorre devido ao aumento da temperatura, 

realizou-se um experimento monitorando o diâmetro médio da proteína 

em temperatura ambiente com o decorrer do tempo. 

Conforme mostra a Figura 7, conclui-se que a proteína possui 

relativa estabilidade com o tempo em temperatura ambiente, já que não 

foi observada uma alteração significativa do tamanho durante um 

período de quatro horas. 
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Figura 7. Medidas do diâmetro médio realizadas por DLS à 25ºC da 

enzima solubilizada (0,3 mg mL-1 ) em tampão Tris.HCl 5 mM, pH 7,0, 

contendo EDTA 1 mM, KCl 150 mM , em diferentes tempos.  
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4.1.2 Calorimetria Diferencial de Varredura - DSC 

 

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

grande importância na caracterização termodinâmica de modelos de 

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 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 (Minetti e 

Remeta, 2006).  

O processo de oligomerização, como toda reação em equilíbrio, 

pode ser induzido ou afetado pelas condições do meio, como 

temperatura, pH, força iônica e especificamente, a concentração total de 

proteína. Os parâmetros termodinâmicos obtidos por DSC a partir da 

desagregação térmica ajudam a compreender a física da oligomerização 

da proteína (Burgos et al., 2008).  

  Com o objetivo de estudar as interações entre as subunidades e a 

estabilidade térmica e corroborar os dados obtidos por DLS, realizou-se 

experimentos de calorimetria com a enzima solubilizada em diferentes 

proporções detergente/proteína.  

  Nota-se pela Figura 8 que nas condições que a Na,K-ATPase é 

purificada,  há o aparecimento de um pico complexo, entre 50 e 70°C, 

mostrando que a desnaturação térmica da Na,K-ATPase pode ser a 
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soma de três transições de diferentes domínios cooperativos. Grinberg 

et al. (2001) também obteve três picos, porém com temperaturas 

menores, provavelmente devido à ausência de íons K+ na amostra, já 

que é bem estabelecido que esse íon estabiliza a Na,K-ATPase (Donnet 

et al., 2001).  

 Alterações nas condições de preparo de amostra resultam em 

termogramas diferentes como mostrado por Fodor et al. (2008), já que 

fatores que afetam a estabilidade da enzima são refletidos nos 

resultados calorimétricos. Esses autores também observaram diferenças 

entre os termogramas da enzima extraída de rim de porco e da extraída 

das glândulas salivares de tubarão e atribuiu essa alteração de 

estabilidade térmica às diferentes propriedades da bicamada lipídica, 

uma vez que mudanças relativamente pequenas entre as subunidades α 

não seriam capazes de provocar uma grande alteração na temperatura 

de transição. A maior mobilidade dos lipídios na membrana de tubarão, 

em uma dada temperatura, leva a uma maior flexibilidade da estrutura 

protéica e, portanto, uma maior probabilidade de desenovelamento. 

Nesse contexto então, vale destacar que a parcial delipidação da enzima 

na solubilização com o detergente C12E8 confere uma grande 

termolabilidade da proteína.  

   O aparecimento de múltiplas curvas no termograma pode ser 

atribuído a sucessivas transições ou desenovelamentos independentes 

de domínios diferentes (ou a combinação de ambos). Entretanto há uma 

grande dificuldade em identificar essas transições. Grinberg et al. 
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(2001) atribuiu a segunda transição à subunidade β, enquanto que as 

outras duas correspondem à subunidade  α. 

  Pelo ponto de vista estrutural, a Na,K-ATPase é composta de 

regiões que são expostas no meio aquoso e outras que estavam 

primariamente em contato com os lipídios da membrana. Portanto, a 

determinação da origem das transições da subunidade α, em termos de 

domínios estruturais é difícil, considerando a complexidade do sistema. 

  Outros autores encontraram picos variados para a Na,K-ATPase 

de diferentes fontes (Chetverin et al.,1986; Stolz et al., 2003). Portanto, 

é difícil fazer comparações entre diferentes preparações, já que 

diferentes condições e fontes refletem em diferentes estabilidades 

térmicas e consequentemente, em diferentes termogramas. 
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Figura 8. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura (°C), 

após subtração da linha de base, da enzima solubilizada em diferentes 

concentrações: 1,9 mg/mL (A); 1,5 mg/mL (B) e 0,9 mg/mL (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. As medidas foram realizadas 

conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um 

equipamento N-DSC II.  
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A Figura 8 mostra ainda a dependência da concentração total de 

proteína no processo de desnaturação térmica, visto que a quantidade 

total de proteína influencia diretamente no estado oligomérico da 

enzima.  Com o auxílio da Tabela I percebe-se que os parâmetros 

termodinâmicos apenas da segunda transição são proporcionais à 

concentração total de proteína. Para uma concentração intermediária 

(1,5 mg/mL) nota-se um valor maior da  largura na meia altura do pico 

(∆T1/2 ) para a primeira transição, portanto uma cooperatividade menor. 

Por outro lado, uma maior cooperatividade é observada para a terceira 

transição nessa mesma concentração, indicando que a interação 

rompida resultando nessa transição, deve ser favorecida nessa 

concentração.   
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Tabela I: Parâmetros termodinâmicos das três transições após a 

deconvolução dos picos da desnaturação térmica da Na,K-ATPase em 

diferentes concentrações 

[Proteína] 

(mg/mL) 

Transição 1 Transição 2 Transição 3 

 Tc1 

(°C) 

∆H1 

(kcal/mol) 

∆T1/2 

(°C) 

Tc2  

(°C) 

∆H2 

(kcal/mol) 

∆T1/2  

(°C) 

Tc3 

(°C) 

∆H3  

(kcal/mol) 

∆T1/2 

(°C) 

1,9 55 31 3,4 62 189 6,9 69 60 4,7 

1,5 55 24 3,7 63 135 6,6 69 35 3,3 

0,9 56 27 3,3 62 107 5,6 69 45 4,0 

 

  Grinberg et al. (2001) identificou as transições realizando uma 

proteólise limitada, utilizando condições nas quais somente a parte 

extra-membrana da α-subunidade foi digerida, mantendo a subunidade 

β intacta. Dessa maneira, os autores desse trabalho atribuíram a 

segunda transição à subunidade β e as outras à subunidade α.  

  A desnaturação térmica não significa necessariamente o completo 

desenovelamento da cadeia polipeptídica. Para muitas proteínas tem 

sido mostrado que ocorre apenas uma perda conformacional, mantendo 

a estrutura secundária, mas perdendo a terciária (Donnet et al., 2001).  

Portanto, algumas dessas transições devem ser resultados desse tipo de 

alteração, na qual deve ocorrer o rompimento de interações entre as 

subunidades, que podem ser mais fortes ou fracas dependendo da 
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quantidade de proteína presente, entretanto, é difícil predizer quais 

interações são rompidas. 

  Alterações provocadas pela presença de diferentes concentrações 

de C12E8 na amostra de Na,K-ATPase também foi avaliada por DSC. 

Observando-se a Figura 9 fica claro que diferentes quantidades de 

detergente provocam alterações nas interações da enzima que resultam 

nos diferentes termogramas das amostras. Visualiza-se a presença das 

três transições na faixa de concentração de detergente utilizada, porém, 

a altura e largura dos picos são modificadas.  

  Observando-se os valores da Tabela II, nota-se que para a 

primeira transição, os valores de ∆H é crescente até a concentração de 

C12E8 igual a 0,1 mg/mL. Quando a concentração é 0,5 mg/mL 

(correspondente a uma razão molar detergente/proteína próxima de 

170), o valor de ∆H é reduzido, ou seja, é necessário uma menor energia 

para que ocorra o evento. Se considerarmos que a transição seja 

resultado do rompimento de interação entre as subunidades, conclui-se 

que nessa proporção, esta interação é desfavorecida, ou seja, a 

presença de moléculas de detergente atrapalha a interação proteína-

proteína. Este desvio também é observado para a segunda e terceira 

transição e é claramente visto na Figura 9, em azul escuro, na qual o 

pico relativo à segunda transição possui altura menor e largura maior, 

enquanto que o terceiro pico é nitidamente mais alto e mais fino. A 

segunda transição possui um valor maior de ∆H, sendo então 

necessária uma maior energia para que essa transição ocorra, 

indicando que essa proporção de detergente estabiliza, e a mudança de 
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conformação que resulta nesse pico é dificultada. Por outro lado, o 

terceiro pico possui uma área menor, portanto, menos energia é 

necessária para que ocorra a transição.  

  Estas observações podem ser subsídios para identificar a primeira 

e terceira transição como sendo o rompimento de interações do tipo α-α, 

que na presença de detergente devem ser mais fracas e a segunda 

transição pode estar relacionada à perda de conformação de alguma 

estrutura que é estabilizada pelas moléculas de C12E8. 
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Figura 9. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura (°C), 

após subtração da linha de base, da enzima solubilizada em diferentes 

concentrações de C12E8: 0,005 mg/mL (____); 0,05 mg/mL (____); 0,10 

mg/mL (____); 0,50 mg/mL (____) e 1,00 mg/mL (____);  em tampão Tris.HCl 

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

medidas foram realizadas conforme descrito no item 3.7 de Material e 

Métodos, utilizando um equipamento N-DSC II. 
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Tabela II: Parâmetros termodinâmicos das três transições obtidos pela 

deconvolução dos picos (não mostrado) da desnaturação térmica da 

Na,K-ATPase (1,9 mg/mL) em diferentes concentrações de C12E8 

[C12E8] 

(mg/mL) 

Transição 1 Transição 2 Transição 3 

 Tc1 

(°C) 

∆H1 

(kcal/mol) 

∆T1/2  

(°C) 

Tc2  

(°C) 

∆H2  

(kcal/mol) 

∆T1/2  

(°C) 

Tc3  

(°C) 

∆H3  

(kcal/mol) 

∆T1/2  

(°C) 

0,005 55 31 3,4 62 189 6,9 69 60 4,7 

0,05 55 37 3,7 62 167 6,4 69 52 3,5 

0,10 55 41 3,7 62 165 6,1 68 82 3,8 

0,50 54 23 3,2 62 202 10,6 68 30 1,9 

1,00 54 66 5,2 61 81 5,6 68 54 4,4 
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4.2  Estudos com Lipossomos e Proteolipossomos 

 

A membrana celular na qual a Na,K-ATPase está inserida, bem 

como outras proteínas de membrana, contém uma grande variedade de 

lipídios. Presumivelmente, os diferentes tipos de lipídios devem ter papel 

celular importante na função tanto da membrana quanto da proteína. 

Ainda hoje o papel específico dos lipídios não está esclarecido, no 

entanto sabe-se que as interações moleculares da interface 

lipídio/proteína têm um importante papel, não somente na regulação da 

relação estrutura/função nas membranas celulares, mas também em 

uma variedade de relevantes aspectos biológicos (Pantusa et al., 2008). 

 Em nosso laboratório foi padronizada uma metodologia para a 

obtenção da Na,K-ATPase em uma forma solúvel, purificada, ativa e 

estável e foi realizada a caracterização da membrana da qual a enzima 

foi extraída.  

 Em estudos prévios realizados, foi determinada a composição de 

fosfolipídios presentes na membrana rica em Na,K-ATPase de rim de 

coelho, da qual a enzima é extraída. Dentre os fosfolipídios 

constituintes, deve ser destacada a fosfatidiletanolamina, representando 

13,4%, a fosfatidilcolina, com 29,7%, a esfingomielina, com 19,2%, a 

lisofosfatidilcolina, com 19,2% e ainda a fosfatidilserina, com 14,6%. 

Além disso, foi também quantificado o colesterol total presente na 

fração de membrana, nas formas esterificado e livre, com 58,1% sendo 

relacionado ao colesterol livre e 41,9% ao esterificado.  
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A complexidade da maioria das membranas biológicas dificulta o 

estudo de seus componentes individuais “in situ”. Estudos de 

transporte de íons, cinética e mecanismo de hidrólise de substratos, 

propriedades estruturais de algumas proteínas transportadoras (como a 

Na,-K-ATPase) são muitas vezes investigados usando-se frações de 

membrana. No entanto, os resultados obtidos podem ser de difícil 

interpretação, uma vez que outros sistemas transportadores de íons 

presentes podem interferir direta ou indiretamente (Gennis, 1989; 

Yeagle, 1993). 

A reconstituição de proteínas de membrana, após sua purificação, 

em sistemas lipídicos artificiais (lipossomos) é uma das técnicas mais 

empregadas para estabelecer e investigar muitos de seus aspectos 

funcionais, sem interferências de outros constituintes presentes nessa 

membrana (Rigaud, 2002; Rigos et al., 2006; Santos et al., 2006). 

Dentre os diversos métodos empregados na preparação de 

lipossomos, o método de co-solubilização se apresenta como o de maior 

sucesso na reconstituição de proteínas de membrana. Nesse método de 

preparação, em uma etapa inicial a proteína é co-solubilizada com 

fosfolipídios em um detergente apropriado formando uma solução 

isotrópica de lipídio-proteína-detergente e micelas lipídio-detergente. 

Em seguida, o detergente é removido resultando em uma progressiva 

formação da bicamada lipídica com a proteína incorporada (Cornelius, 

2001; Rigaud, 2002; Santos et al., 2005; Rigos et al., 2006). 

Estudos prévios com a enzima já mostraram que sistemas 

lipídicos com DPPS, tanto sozinho quanto em sistemas vesiculares 
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binários em composição com DPPC, DPPE, ou DLOPE ou mesmo em 

sistemas vesiculares ternários não foram eficientes na incorporação da 

enzima. Já sistemas lipídicos binários com famílias de PC e PE 

revelaram ser eficientes na incorporação da Na,K-ATPase (dependendo 

da relação lipídio:lipídio empregada). Nesse contexto, é importante 

ressaltar que misturas de fosfolipídios são mais efetivas na 

reconstituição da Na,K-ATPase, principalmente quanto à estabilidade e 

integridade do sistema vesicular bem como semelhança ao sistema 

natural.  

Outro fato a ser destacado é a importância da presença do 

colesterol na formação dos proteolipossomos. A presença do colesterol 

resulta em uma melhora da incorporação da enzima, aumentando a 

quantidade de atividade ATPase total.  Além disso, a atividade e 

estrutura da enzima são descritas ser fortemente modulada pela 

presença de colesterol na membrana, e variações na quantidade dessa 

molécula pode levar a um aumento ou ainda diminuição da sua 

atividade (Cuevas et al., 2006; Cornelius, 2008).  

Assim, foram realizados estudos com lipossomos constituídos de 

DPPC e DPPE na presença e na ausência de colesterol, a fim de 

determinar os parâmetros para posteriormente compará-los com os 

resultados dos proteolipossomos.  
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4.2.1  Espalhamento Dinâmico de Luz – DLS 

   

  Para uma melhor compreensão dos resultados dos sistemas 

ternários, foi necessário estudar primeiramente o comportamento de 

cada um dos lipídios, bem como as possíveis combinações dos sistemas 

binários: DPPC:DPPE; DPPC:Colesterol e DPPE:Colesterol. 

 Os sistemas binários de lipossomos de DPPC:DPPE foram 

preparados em diferentes proporções, todos com concentração total de 

1 mg mL-1. Os valores de diâmetro dos lipossomos formados foram 

medidos por DLS e a média de cinco repetições com o respectivo desvio 

padrão está apresentada na Tabela III. 

 

Tabela III: Valores dos diâmetros médio e índice de polidispersão (PI) 

dos lipossomos constituídos de DPPC:DPPE em diferentes proporções 

(mol:mol) 

DPPC:DPPE Diâmetro (nm) PI 

9:1 141,3 ± 5,3 0,213 ± 0,018 

8:2 166,4 ± 4,4 0,457 ± 0,010 

7:3 197,4 ± 6,1 0,882 ± 0,015 

6:4 589,5 ± 4,0 1,687 ± 0,012 

1:1 NF NF 

*NF: Não formaram vesículas  
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Observou-se um aumento do tamanho das vesículas e dos valores 

de PI com o aumento da quantidade de DPPE. Esse aumento pode ser 

explicado pela diferença na estrutura dos fosfolipídios empregados. Isso 

porque o DPPC se apresenta na membrana como uma forma cilíndrica; 

enquanto o DPPE possui um formato de um cone invertido truncado, o 

que provavelmente leva ao aumento do diâmetro do lipossomo (Gennis, 

1989). Quando a proporção de DPPC e DPPE foi 6:4, o tamanho 

observado e o PI foram relativamente maiores que nas outras 

proporções, concluindo-se que essa é a razão limite para a formação 

dessas vesículas, visto que quando se tentou preparar a proporção 1:1, 

não se obteve a formação do lipossomo. 

O diâmetro dos lipossomos constituídos de DPPC e 

DPPC:Colesterol estão apresentados na Tabela IV. Nota-se que há 

formação de vesículas com tamanho de acordo com a membrana 

utilizada na extrusão (100 nm) para o lipossomo constituído de DPPC. 

Entretanto, para o sistema binário DPPC:Colesterol, o tamanho 

observado foi maior, mas não houve grande variação do diâmetro nas 

diferentes proporções de colesterol. O aumento do diâmetro na presença 

do colesterol deve ocorrer porque a sua inserção provavelmente dificulta 

o empacotamento dos lipídios na bicamada. 
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Tabela IV: Valores dos diâmetros médio e índice de polidispersão (PI) 

dos lipossomos constituídos de DPPC com diferentes porcentagem em 

mol de colesterol  

% Colesterol Diâmetro (nm) PI 

0 129,5 ± 0,60 0,010 ± 0,004 

10 155,4 ± 1,32 0,060 ± 0,012 

20 158,5 ± 1,53 0,069 ± 0,044 

30 160,1 ± 0,40 0,040 ± 0,015 

   

 

Quando se tentou preparar os lipossomos constituídos de DPPE e 

colesterol não houve a formação de vesículas, já que medidas de 

diâmetro médio foram realizadas e não se obteve resultados coerentes 

com tamanho de lipossomos.     

Os sistemas ternários constituídos de DPPC, DPPE e colesterol 

também foram prepararados e os valores dos diâmetros médios e índice 

de polidispersão dos lipossomos estão mostrados na Tabela V. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Resultados e Discussão 
 
 

 51 

Tabela V: Valores dos diâmetros médio e índice de polidispersão (PI) dos 

lipossomos constituídos de DPPC e DPPE (1:1 mol:mol) com diferentes 

porcentagem em mol de colesterol. Observação: na ausência de 

colesterol não ocorre a formação de vesículas. 

 

% Colesterol Diâmetro (nm) PI 

10 250,5 ± 2,18 0,697 ± 0,185 

20 214,5 ± 3,73 0,776 ± 0,194 

30 213,7 ± 2,94 0,810 ± 0,215 

40 218,2 ± 3,44 0,663 ± 0,398 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Resultados e Discussão 
 
 

 52 

4.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura  

 

Os fosfolipídios formam bicamadas em meio aquoso e são 

selecionados como um modelo muito próximo a membranas biológicas e 

utilizados para a investigação do comportamento termotrópico de tais 

sistemas.  A calorimetria diferencial de varredura tem sido amplamente 

utilizada para o estudo desse comportamento, analisando a variação 

nos valores de entalpia, que correspondem a mudanças na capacidade 

calorífica (Cp) dos fosfolipídios durante o processo de transição da fase 

gel para a líquido-cristalina.   

 Foram realizados alguns experimentos iniciais, a fim de comparar 

os resultados obtidos com outros descritos na literatura. Foram 

determinadas as temperaturas de transição entre a fase gel e a fase 

líquido-cristalina (fluido) de lipossomo constituído somente por DPPC, 

somente por DPPE e ainda dos sistemas binários de DPPC:DPPE em 

diferentes proporções. 

Conforme se pode observar a partir da Figura 10, a temperatura 

de transição para o lipossomo constituído de DPPC é 41,1°C, com uma 

pré-transição em torno de 33ºC. Já para o DPPE, o valor foi 63,6°C. 

Ambos os resultados estão em concordância com os valores descritos na 

literatura (Tristam-Nagle e Nagle, 2004). Além disso, a variação de 

entalpia para o lipossomo de DPPC foi de 8,83 Kcal mol-1, enquanto que 

para o DPPE foi de 8,59 Kcal mol-1. Outro parâmetro que pode ser 

comparado é a largura na meia altura do pico (∆T1/2). Para o DPPE a 

largura é menor que para o DPPC, indicando que as moléculas de DPPE 
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exibem uma maior cooperatividade, consequência da presença de 

ligações de hidrogênio intermoleculares. 
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Figura 10. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, do lipossomo formado por DPPC 

(A) e de uma suspensão constituída por DPPE (B), ambos na 

concentração de 10 mg/mL. As medidas foram realizadas conforme 

descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um equipamento 

N-DSC II. 
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Na sequência, são apresentados os resultados de DSC para o 

lipossomo obtido por extrusão, constituído de DPPC:DPPE em diversas 

proporções (Figura 11), para assim verificar o efeito que cada um desses 

dois importantes fosfolipídios apresentam nos valores termodinâmicos 

bem como nas medidas de temperatura de transição de fase. 
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Figura 11. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, de lipossomos constituídos por 

DPPC:DPPE em diferentes proporções, obtido pela técnica de extrusão 

conforme descrito no item 3.6 de Material e Métodos. As medidas foram 

realizadas conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, 

utilizando um equipamento N-DSC II.  
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Três fatores importantes podem ser notados a partir dos 

resultados obtidos. O primeiro é que os valores de capacidade calorífica 

(Cp) diminuem conforme se tem um aumento na quantidade de 

dipalmitoilfosfatidiletanolamina. Além disso, os picos são simétricos 

somente para as proporções de DPPC:DPPE de 9:1 e 8:2, aparecendo 

um ombro do lado direito do pico nas demais proporções (7:3 e 6:4), 

indicando a separação de fase devido ao excesso de DPPE. Essa 

separação de fase fica clara na proporção 1:1, já que se obtiveram dois 

picos distintos, o primeiro em torno de 43°C, relativo a uma fase de 

DPPC com uma quantidade limite de DPPE e o segundo em 64°C 

correspondente ao excesso deste último lipídio em solução. 

A partir dos resultados termodinâmicos apresentados na Tabela 

VI pôde-se observar que a temperatura de transição é deslocada para 

valores maiores conforme o aumento da quantidade de DPPE e que os 

valores de entalpia são maiores para as relações de DPPC:DPPE de 7:3 e 

9:1 e portanto, não foi observado um aumento gradual nesse 

parâmetro. Por outro lado, a largura na meia-altura do pico aumentou 

gradualmente com o aumento da proporção de DPPE, indicando que 

ocorre uma diminuição da cooperatividade entre as moléculas com a 

adição deste fosfolipídio. 
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Tabela VI. Valores termodinâmicos obtidos a partir dos estudos 

calorimétricos para diferentes proporções dos lipossomos constituídos 

de DPPC e DPPE  

DPPC:DPPE 

(mol/mol) 

Tc 

(°C) 

∆H 

(Kcal mol-1) 

∆T1/2 

(°C) 

1:1 43,4* 

64,0** 

2,55 

0,92 

4,0 

1,4 

6:4 43,6* 

47,2** 

4,34 

2,50 

3,7 

3,7 

7:3 43,4* 

48,4** 

7,69 

2,27 

3,0 

2,6 

8:2 42,4 4,96 3,3 

9:1 41,9 8,23 2,9 

* Valores referentes ao primeiro pico 

** Valores referentes ao segundo pico 
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O colesterol é um componente lipídico essencial nas membranas 

plasmáticas de células de animais e é também encontrado em menores 

concentrações de certas membranas intracelulares em comunicação 

com a membrana plasmática. Embora tenha diferentes funções em 

células animais, um dos papéis primários dessa molécula é a 

modulação das propriedades físicas e organização lateral da bicamada 

lipídica da membrana plasmática, além de ser considerado essencial na 

formação dos “lipids rafts”. A alta solubilidade do colesterol na 

bicamada de fosfolipídios é atribuída a sua hidrofobicidade intrínseca e 

a interações específicas entre a parte polar do lipídio e o grupo hidroxila 

do colesterol (Loomis, C. R; 1979). Uma série de estudos de interação do 

colesterol com fosfolipídios da membrana têm sido realizados, utilizando 

uma variedade de técnicas físicas (Heerlotz e Tsamaloukas, 2006; 

Mannock et al., 2006). 

No presente trabalho, o colesterol foi adicionado aos sistemas 

estudados, com o objetivo de verificar características a ele relacionadas, 

bem como posteriormente, relacionar as mesmas na presença da Na,K-

ATPase em estudos calorimétricos.  

 Um dos maiores efeitos da incorporação do colesterol em sistemas 

lipídicos é uma eventual eliminação da transição de fase cooperativa gel 

a líquido-cristalino e sua substituição por uma fase com um grau de 

organização intermediário. Então, na fase líquido-cristalina, a qual deve 

existir a temperaturas fisiológicas na ausência de esterol em 

membranas biológicas, a presença do colesterol aumenta 

significativamente a orientação das cadeias hidrocarbônicas e diminui a 
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área ocupada pelas moléculas de fosfolipídios. Além disso, a presença 

do colesterol aumenta a espessura e a força mecânica e diminui a 

permeabilidade da bicamada fosfolipídica na fase líquido-cristalina 

(Mannock et al., 2006).  

Para encontrar as possíveis transições de fase do colesterol, uma 

suspensão desse lipídio foi aplicada no DSC. Uma vez que se adicionou 

colesterol nos lipossomos contendo outros lipídios, esta análise é 

importante para verificar se o colesterol, por si só, é responsável por 

alguma transição dentro da faixa de temperatura estudada. Como se 

pode observar na Figura 12, um pico aparece em torno de 37ºC apenas 

no primeiro ciclo de aquecimento. Essa temperatura deve estar 

relacionada a uma transição polimórfica cristalina do colesterol quando 

está em sua forma anidra (Loomis et al., 1979). 
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Figura 12. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), do primeiro ciclo de aquecimento, após subtração da linha de base, 

de uma suspensão de colesterol 1,0 mg mL-1. As medidas foram 

realizadas conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, 

utilizando um equipamento N-DSC II.  
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Com a finalidade de verificar o efeito da incorporação de colesterol 

nas bicamadas de DPPC e DPPE, investigou-se inicialmente como o 

colesterol afeta a transição de fase de cada um desses fosfolipídios 

separadamente.  

Primeiramente, estudou-se o efeito do colesterol no 

comportamento termotrópico em bicamadas formadas somente por 

DPPC. Para isto, amostras contendo quantidades fixas de DPPC, 

modificando o conteúdo de colesterol de 0 a 30% em mol foram 

analisadas por DSC. 

 A existência da pré-transição é consequência da rotação dos 

grupos cabeça do fosfolipídio ou mudanças conformacionais na 

estrutura da bicamada lipídica, portanto qualquer composto que 

interaja com o grupo cabeça afetará a pré – transição (Biruss et al.; 

2007). Observa-se na Figura 13 que a adição do colesterol ao sistema 

eliminou a pré-transição do DPPC em torno de 33ºC. Conforme se 

acrescenta quantidades gradativas de colesterol o pico se torna mais 

largo, surgindo um ombro do lado direito. O aparecimento desse ombro 

deve estar provavelmente relacionado a uma separação de fase, quando 

a porcentagem de colesterol é alta, gerando diferentes domínios 

lipídicos: um rico e outro pobre em colesterol. A fase pobre em colesterol 

é atribuída ao pico estreito e a fase rica deve estar relacionada ao pico 

mais largo do lado direito (McMullen et al.; 1995). O alargamento ocorre 

devido a uma diminuição da cooperatividade do sistema quando o 

colesterol é inserido. Além disso, nota-se que a temperatura de 

transição é deslocada para valores mais baixos, assim como a variação 
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de entalpia é diminuída com o aumento do conteúdo de colesterol, 

indicando que há mudanças no empacotamento e uma desestabilização 

da bicamada. 
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Figura 13. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, dos lipossomos formados por 

DPPC e colesterol com quantidade fixas de DPPC acrescentando 10, 20 

e 30% de colesterol, obtidos pela técnica de extrusão conforme descrito 

no item 3.6 de Material e Métodos. As medidas foram realizadas 

conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um 

equipamento N-DSC II. 
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O mesmo foi feito utilizando o DPPE. Manteve-se a quantidade do 

fosfolipídio fixa, modificando o conteúdo de colesterol de 0 a 30% em 

mol. Realizou-se então a análise do efeito da inserção de colesterol à 

suspensão de DPPE por DSC. Sabe-se que a alta temperatura de 

transição de fosfatidiletanolaminas, quando comparadas a 

fosfatidilcolinas é explicada pela formação de ligações de hidrogênio 

intermoleculares entre os prótons do grupo cabeça (NH3+) e o oxigênio 

do grupo fosfato da vizinhança e essas interações também são 

responsáveis para os diferentes comportamentos térmicos de misturas 

PE - colesterol comparados aos de misturas PC – colesterol, já que a 

formação dessas ligações é certamente perturbada pelas moléculas de 

colesterol, alterando a transição do lipídio (Blume, 1980). 

Analisando os resultados verificou-se que também ocorreu um 

alargamento dos picos, porém diferentemente do sistema 

DPPC:Colesterol, observou-se uma assimetria do pico do lado esquerdo. 

Além disso, quando a porcentagem de colesterol foi acima de 10% os 

picos foram abruptamente reduzidos (Figura 14). Comparando-se os 

valores das Tabelas VII e VIII, nota-se, portanto que a adição de 

colesterol provoca uma redução maior nos valores de ∆H para sistemas 

de DPPE, quando comparados aos de DPPC.  
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Figura 14. Termograma Cp (Kcal/mol.K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, dos lipossomos formados por 

DPPE e colesterol com quantidade fixas de DPPE acrescentando 10, 20 

e 30% de colesterol, obtidos pela técnica de extrusão conforme descrito 

no item 3.6 de Material e Métodos. As medidas foram realizadas 

conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um 

equipamento N-DSC II.  
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Tabela VII. Valores termodinâmicos obtidos a partir dos estudos 

calorimétricos para diferentes proporções dos lipossomos constituídos 

de DPPC e Colesterol 

 

% Colesterol 

(mol) 

Tc 

(°C) 

∆H 

(Kcal mol-1) 

∆T1/2 

(°C) 

0 41,1 

33,0* 

8,83 

0,0462* 

2,2 

2,4 

10 41,3 6,76 1,7 

20 40,9 5,43 2,0 

30** 41,0 

44,5 

3,10 

2,35 

4,9 

7,0 

* Pré-transição 

** Deconvolução do pico 

Tabela VIII. Valores termodinâmicos obtidos a partir dos estudos 

calorimétricos para diferentes proporções dos lipossomos constituídos 

de DPPE e colesterol 

 

% Colesterol 

(mol) 

Tc 

(°C) 

∆H 

(Kcal mol-1) 

∆T1/2 

(°C) 

0 62,9 8,58 0,73 

10 61,0 5,42 2,0 

20 59,0 0,412 3,0 

30 57,7 0,369 3,0 
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Com a finalidade de estudar o efeito do colesterol, relacionando a 

atividade catalítica com o comportamento termotrópico, quando a Na,K-

ATPase é inserida em lipossomos de DPPC:DPPE, foram feitos 

experimentos iniciais de calorimetria apenas dos lipossomos na 

ausência da enzima. Preparou-se então lipossomos de DPPC:DPPE, 

variando o conteúdo de colesterol de 10 a 40%. 

Nota-se pela Figura 15 que quando o colesterol foi adicionado ao 

sistema DPPC:DPPE, diferentes comportamentos foram observados no 

primeiro e segundo ciclo de aquecimento.  

Quando 10% em mol de colesterol foram inseridos, uma nítida 

transição em torno de 35°C é observada no primeiro ciclo de 

aquecimento (Figura 15A). Descartamos a hipótese de esta estar 

relacionada à pré-transição dos fosfolipídios, já que foi visto que a 

inserção do colesterol aboliu esta transição, portanto deve estar 

relacionada à transição polimórfica do colesterol, que foi confirmada 

quando se realizou uma varredura de temperatura na amostra contendo 

somente colesterol, além disso, confirmou-se também que este pico de 

transição surge somente no primeiro ciclo de aquecimento. Ainda nesse 

ciclo, há um pico relativamente largo entre 40 e 55°C que deve estar 

relacionado a uma fase única contendo os fosfolipídios e colesterol. 

Entretanto, no segundo aquecimento, nota-se uma clara segregação de 

fases, um pico em torno de 40 e outro em 60°C, relacionados ao DPPC e 

ao DPPE respectivamente.  

Quando se adicionou 20% em mol de colesterol, o mesmo perfil foi 

observado (Figura 15B), porém no segundo ciclo, o pico em 60°C foi 
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maior que o pico em 40°C, o que pode indicar uma preferência do 

colesterol pelo DPPC, já que a desestabilização provocada pelo colesterol 

foi mais pronunciada na sua transição. 

Com o aumento do conteúdo de colesterol, agora com 30% (Figura 

15C) percebe-se no primeiro ciclo de aquecimento que o pico entre 40 e 

50°C foi reduzido, sugerindo que essa proporção de colesterol levou a 

uma grande desestabilização do sistema e que no segundo ciclo, a 

transição vista antes em torno de 40°C não é mais observada, mas sim 

apenas a transição em torno de 60°C aparece, assim como para uma 

quantidade de 40% em mol de colesterol (Figura 15D). 
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Figura 15. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, dos lipossomos formados por 

DPPC, DPPE e colesterol com quantidade fixas de DPPC e DPPC (razão 

molar = 1) contendo 10% (A), 20% (B), 30% (C) e 40% (D) em mol de 

colesterol, obtidos pela técnica de extrusão conforme descrito no item 

3.6 de Material e Métodos. As medidas foram realizadas conforme 

descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um equipamento 

N-DSC II. Primeiro ciclo de aquecimento (_____). Segundo ciclo de 

aquecimento (_____). 
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Finalmente, com as medidas de DSC dos lipossomos realizadas, 

estudos iniciais com proteolipossomos constituídos de DPPC, DPPE, 

colesterol e Na,K-ATPase foram realizados, relacionando a atividade 

catalítica com os parâmetros termodinâmicos da bicamada. 

Inicialmente foi preparado o proteolipossomo na ausência de 

colesterol. O termograma obtido para esse sistema, já bem caracterizado 

cineticamente e que apresenta a enzima na sua forma (αβ)2 inserida de 

forma “inside out” (Santos et al., 2006), mostra um pico entre 55 e 70°C 

relacionado à desnaturação térmica da enzima, como foi visto nos 

estudos de calorimetria da enzima solubilizada.  Uma vez adicionado o 

colesterol em uma proporção de 1:1:0,5 em massa, foram observadas 

duas transições calorimétricas, com temperatura em torno de 40°C e a 

outra entre 55 e 70°C  (Figura 16).  

Estes resultados de calorimetria sugerem que quando o colesterol 

é adicionado, parte dos lipídios deve ser excluída do sistema contendo a 

proteína, já que se observa um pico em torno de 40°C que não aparece 

na ausência do colesterol.  
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Figura 16. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C), após subtração da linha de base, do proteolipossomo formado por 

DPPC e DPPE (em proporção 1:1 em massa) e Na,K-ATPase (em 

proporção 1:3 em massa) (_____) e do proteolipossomo formado por DPPC, 

DPPE e colesterol (em proporção 1:1:0,5 em massa) e Na,K-ATPase (em 

proporção 1:6 em massa (_____) obtidos pela técnica de co-solubilização 

conforme descrito no item 3.3 de Material e Métodos. As medidas foram 

realizadas conforme descrito no item 3.7 de Material e Métodos, 

utilizando um equipamento N-DSC II. 
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Sabe-se então que o colesterol afeta a atividade de enzimas de 

membrana, incluindo a Na,K-ATPase. Alterações no conteúdo de 

colesterol em membranas biológicas alteram as propriedades da 

bicamada lipídica e influencia a função de uma variedade de enzimas 

associadas à membrana (Sotomayor et al. 2000). 

A complexa composição lipídica da membrana plasmática e a 

formação de microdomínios lipídicos específicos tais como “rafts” são 

quase que certamente muito importantes na regulação da Na,K-ATPase, 

indicando que essa enzima pode estar associada com “caveolae/rafts”,  

mostrando uma importante função do colesterol na regulação da Na,K-

ATPase (Cornelius, 2008). 

Em um estudo do efeito do colesterol sobre a atividade da Na,K-

ATPase, Yeagle et al.(1988) mostrou que a máxima atividade é 

observada em quantidade de colesterol presente na membrana nativa. 

Quando o conteúdo de colesterol está abaixo ou acima que é encontrada 

na membrana nativa, a atividade enzimática é diminuída. 

Com a finalidade de compreender melhor o papel do colesterol, 

preparou-se amostras de proteolipossomos com quantidades definidas 

de lipídios (DPPC:DPPE 1:1) (mol:mol), alterando o conteúdo de 

colesterol de 0 a 40% em mol do total de lipídios.  

Observando os resultados, comprova-se que o colesterol atua 

como um modulador da atividade catalítica da Na,K-ATPase. Pela 

Figura 17, conclui-se que a incorporação de proteína não alterou 

significativamente na ausência e na presença de diferentes quantidades 

de colesterol; no entanto, quando o colesterol foi inserido ao sistema, 
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houve um aumento na recuperação da atividade enzimática da Na,K-

ATPase, ocorrendo um máximo quando a porcentagem de  colesterol foi 

20%.  

Fazendo uma comparação entre os termogramas dos 

proteolipossomos (Figuras 18 A-D) e o da enzima solubilizada (Figura 

18E), observa-se que a desnaturação térmica da enzima é alterada na 

presença dos lipídios e com a mudança da quantidade de colesterol. 

Percebe-se que até uma quantidade de colesterol igual a 30% em mol, 

há um pico entre 30 e 40°C, que pode ser atribuído a uma fase 

contendo lipídios, ou ainda ser relacionado com a primeira transição da 

enzima que teria sido deslocada para menores temperaturas na 

presença dos fosfolipídios e colesterol. 

A Figura 18E representa o termograma da enzima solubilizada, 

que conforme foi discutido anteriormente apresenta uma transição 

complexa, sendo a soma de três transições entre 50 e 70°C. Para 

algumas amostras de proteolipossomos, somente observamos a segunda 

e terceira transições nas mesmas temperaturas que as transições da 

enzima solubilizada.  

O primeiro pico, que para a enzima solubilizada aparece em torno 

de 55°C, para os proteolipossomos (10, 20 e 30% em mol de colesterol) 

nota-se uma transição em valores mais baixos de temperatura, entre 30 

e 40°C. Conforme foi concluído anteriormente, esse pico poderia estar 

relacionado a uma fase contendo os lipídios, sugerindo que o colesterol 

provoca uma segregação de fases. No entanto, a análise dos 

termogramas dos proteolipossomos sugere que esta seja a primeira 
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transição da desnaturação térmica que foi deslocada para valores mais 

baixos. Quando a porcentagem de colesterol é 10% em mol, observa-se 

a presença desse pico e a segunda e terceira transições da proteína. 

Aumentando o conteúdo de colesterol para 20%, o primeiro pico se 

torna menor e surge um pequeno ombro parecendo estar correlacionado 

à primeira transição. Quando 30% foram adicionados, o primeiro pico 

se torna ainda menor, assim como os da segunda e terceira transições. 

Com 40 %, o pico entre 30 e 40°C não é mais observado e o termograma 

se torna mais parecido com o da enzima solubilizada. Além disso, nota-

se uma clara mudança no pico relacionado a terceira transição nas 

diferentes amostras. 

Todas essas observações confirmam que a presença de diferentes 

quantidades de colesterol na bicamada influencia a estrutura da Na,K-

ATPase e consequentemente altera a atividade enzimática. 
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Figura 17. Percentual de incorporação de proteína ( ■ )e recuperação da 

atividade ( ● ) em relação a enzima solubilizada, dos proteolipossomos 

formados por DPPC e DPPE em proporção 1:1(mol), Na,K-ATPase em 

proporção 1:6 (lipídio:proteína em massa) variando a porcentagem em 

mol de colesterol de 10 a 40%. Os proteolipossomos foram preparados 

pela técnica de co-solubilização conforme descrito no item 3.3 de 

Material e Métodos. As medidas foram realizadas conforme descrito no 

item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um equipamento N-DSC II. 
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Figura 18. Termograma Cp (Kcal/mol K) em função da Temperatura 

(°C) dos proteolipossomos formados por DPPC e DPPE em proporção 

1:1(mol) e Na,K-ATPase em proporção 1:6 (lipídio:proteína em massa) 

variando a porcentagem em mol de colesterol: 10% (A), 20% (B), 30%(C) 

e 40%(D) e da enzima solubilizada (E). Os proteolipossomos foram 

preparados pela técnica de co-solubilização conforme descrito no item 

3.3 de Material e Métodos. As medidas foram realizadas conforme 

descrito no item 3.7 de Material e Métodos, utilizando um equipamento 

N-DSC II. 
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5. Conclusões 

 

A técnica de espalhamento dinâmico de luz se mostrou eficiente 

no estudo de desnaturação térmica de proteínas como a Na,K-ATPase, 

indicando que a agregação térmica ocorre entre 50 e 70°C, sendo então 

uma ferramenta adequada para avaliar a estabilidade da proteína.  

Confirmou-se por calorimetria diferencial de varredura que a 

desnaturação térmica da Na,K-ATPase ocorre entre 50 e 70°C e que esse 

processo é a soma de três transições e irreversível. Além disso, 

verificou-se que diferentes condições do meio refletem em alterações nos 

termogramas. Diferentes proporções de detergente e proteína resultam 

em termogramas variados, mostrando que essa relação influencia 

diretamente na estrutura da proteína, afetando a sua conformação e 

função. 

Estudando os sistemas de lipossomos conclui-se que DPPC e 

DPPE não são totalmente miscíveis dependendo das proporções 

utilizadas na preparação das vesículas. Quando a razão entre eles é 

igual a um, não há a formação de vesículas, apenas são formadas 

quando a proporção de DPPE é menor ou com a adição de colesterol ao 

sistema.  

Quando o colesterol foi adicionado ao sistema tanto de DPPC 

quanto de DPPE ocorreu uma desestabilização da bicamada e uma 

diminuição da cooperatividade. Verificou-se que a presença de 30 % em 

mol de colesterol provoca uma separação de fase. 
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Para o sistema ternário, um comportamento complexo é 

observado por DSC, já que diferentes perfis ocorrem no primeiro e 

segundo ciclo de aquecimento. Conclui-se então que para esse sistema 

de DPPC, DPPE e colesterol, há uma difícil interpretação dos resultados 

de calorimetria. Pode-se deduzir que inicialmente deve ocorrer a 

formação de uma fase contendo os três lipídios e que esta é 

desestabilizada com o aumento de colesterol. Entretanto, o aquecimento 

deve provocar uma separação de fases, formando domínios ricos em 

DPPC e colesterol e pobre em DPPE e outro contendo uma maior 

quantidade de DPPE, porém pobre em DPPC e colesterol. 

Analisando os resultados das amostras de proteolipossomos, 

verificamos que a presença de colesterol pode induzir uma separação de 

fases, ou deslocar a primeira transição da desnaturação térmica da 

Na,K-ATPase para valores mais baixos de temperatura.  Além disso, 

conclui-se que o colesterol atua como um modulador da atividade da 

Na,K-ATPase, alterando não somente as propriedades da membrana, 

mas também influenciando a conformação da proteína, confirmado 

pelos diferentes termogramas, nas variadas proporções de colesterol. 
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