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A bomba de Na/K ¢ responsavel pela manutengdo dos gradientes iOnicos
transmembranar de Na™ e K', os quais sdo essenciais para varias fungdes celulares.
Durante seu ciclo de transporte, a bomba promove o efluxo de 3 Na", o influxo de 2 K*
e a hidrélise de uma molécula de ATP. Descrevendo esse ciclo, o modelo de portas
alternantes de Albers-Post considera a bomba como um canal i6nico com duas portas,
uma extra- e outra intracelular, que nunca se abrem simultaneamente. A palitoxina
(PTX) induz canais i6nicos na bomba de Na/K, para cations monovalentes, permitindo
os fluxos dissipativos de Na” e K. Baseando no modelo de Albers-Post, foi proposto
que a PTX causa a abertura simultanea das duas portas da bomba. Apesar das
modificagdes causadas, evidéncias experimentais mostram que as reacdes de ATP, Na"
e K" podem ocorrer mesmo para o complexo PTX-Na/K-ATPase. O objetivo deste
trabalho € propor um modelo de reagdes para o complexo PTX-bomba de Na/K, com
estrutura similar ao modelo de Albers-Post, para investigar o efeito da PTX sobre a
Na'/K'-ATPase. Utilizando um modelo matematico derivado a partir desse modelo de
reagoes, foi possivel simular manobras experimentais da literatura, contribuindo para a
elucidagdo das interagdes da PTX com a bomba de Na/K e das interferéncias dos
ligantes fisioldgicos da bomba sobre essas interagdes. As simulagdes permitem inferir
sobre os subestados e reagdes responsaveis pelo efeito da PTX reduzindo a fosforilagdo
da enzima, aumento da afinidade da bomba a PTX promovido pela fosforilagdo e efeito
inibidor do K' sobre a atuagio da toxina. Além disso, o modelo foi usado para estudar o
efeito da toxina durante a inducdo de atividades epileptiformes nao-sinapticas,
permitindo evidenciar a importancia do efeito eletrogénico da bomba de Na/K durante

esse tipo de atividade neuronal intensa.
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The Na/K pump is responsible for maintaining the Na” and K" ionic gradients
through the cellular membrane, which are essential for several cell functions. During its
transport cycle, the Na/K pump promotes the efflux of 3 Na', the influx of 2 K* and
ATP hydrolyzes. Describing this cycle, the alternating-gate model of the Albers-Post
considers the Na/K pump as an ionic channel with two gates, one internal and other
external, that never open simultaneously. The palytoxin (PTX) induces ionic channels
through the Na/K pumps promoting the dissipative fluxes of monovalent cations such as
Na' and K. Regarding the Albers-Post’s model, it was proposed that PTX causes the
simultaneous aperture of the pump gates. Despite the structural modifications,
experimental evidences show that ATP, Na’ and K reactions with the Na/K-ATPase
can occur even when PTX is bound. The aim of this work is to propose a reaction model
for the PTX-Na/K pump complex, with similar structure to the Albers-Post’s model, to
investigate the PTX effect on the Na/K-ATPase. Using a mathematical model derived
from this reaction model, it was possible to simulate experimental maneuver from
literature, aiming at contributing to elucidate the PTX interactions with the Na/K pump
and the interferences of the physiological pump ligands on this interactions. The
simulations allow inferring about the substates and reactions responsible for the PTX
effect reducing the enzyme phosphorylation, affinity increase of the pump to PTX by
phosphorylation and K" effect inhibiting the PTX action. Furthermore, the model was
used to investigate the PTX action during non-synaptic epileptiform activity, allowing
evidencing the importance of the electrogenic pump effect during this intense neuronal

activity.
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LISTA DE SIMBOLOS

Simbolo Descri¢ao
PTX Palitoxina
Kdy Constante de dissociagao da substancia w (mM)
ATP,E2 Enzima com a porta intracelular aberta e ligada a ATP por meio de
sitios de baixa afinidade
El Enzima livre com a porta intracelular aberta
ATP,E1 Enzima com a porta intracelular aberta e ligada a ATP por meio de
sitios de alta afinidade
Na';El Enzima com a porta intracelular aberta e ligada a 3 Na"
ATP,PE2 Enzima fosforilada, ligada a ATP por meio de sitios de baixa
afinidade e com a porta extracelular aberta
ATP,PEI Enzima fosforilada, ligada a ATP por meio de sitios de baixa
afinidade e com a porta intracelular aberta
PE2 Enzima fosforilada com a porta extracelular aberta
(K"),E2 Enzima com as duas portas fechadas e contendo 2 K™ oclusos
(Na"),E2 Enzima com as duas portas fechadas e contendo 2 Na" oclusos
E2 Enzima livre com a porta extracelular aberta
ATPb(K+)2E2 Enzima com as duas portas fechadas, contendo 2 K" oclusos e
ligada a ATP por meio de sitios de baixa afinidade
PTXE Complexo PTX-Na/K-ATPase
PTXE* Complexo PTX-Na/K-ATPase afinidade a PTX maior do que
PTXE
PTXATP,E* Complexo PTX-Na/K-ATPase ligado a ATP por meio de sitios de
baixa afinidade
PTXATP,E Complexo PTX-Na/K-ATPase ligado a ATP por meio de sitios de
alta afinidade
PTXATP,PE Complexo PTX-Na/K-ATPase fosforilado e ligado a ATP por
meio de sitios de baixa afinidade
PTXPE Complexo PTX-Na/K-ATPase fosforilado
PTX(K"),E Complexo PTX-Na/K-ATPase com 2 K" oclusos
PTX(Na"),E Complexo PTX-Na/K-ATPase com 2 Na” oclusos

X



Simbolo

Descri¢ao

PTXATP,(K"),E2

[w]

Bi

PTX
I:)ion

Po,n

Zion

Vi

At

Complexo PTX-Na/K-ATPase com as duas portas fechadas,
contendo 2 K oclusos e ligada a ATP por meio de sitios de baixa
afinidade

Concentragdo de w

Constante da taxa do sentido direto da reacao |

Constante da taxa do sentido reverso da reagao |

Permeabilidade dos canais induzidos pela PTX, em cm/s, para o
ion (Na" ou K)

Constante de proporcionalidade (cm/s)

Probabilidade de abertura do canal induzido no subestado n = 1
(PTXE), 2 (PTXATP,E), 3 (PTXPE), 4 (PTXE*), 5 (PTXATP,PE)
ou 6 (PTXATPLE*).

Valéncia do ion

Constante de Faraday (96,487 C/mMol)

Constante universal dos gases (8,314 mV.C/(K.mMol))
Temperatura absoluta (K)

Potencial transmembranar (mV)

Densidade de corrente (mA/cm?)

Passo de iteracdo (1 x 107 s)




Capitulo | — Introducao

Os gradientes i0nicos através da membrana celular sdo necessarios para as
atividades celulares, pois provém energia para varias fungdes celulares essenciais, tais
como os transportes ativos secundarios de aminodcidos, agliicares, neurotransmissores,
ions, além da regulacdo de volume e outras. A bomba de Na/K (Na/K-ATPase) ¢ um
dos responsaveis pelo estabelecimento e manutengdo desses gradientes eletroquimicos
em células animais. Essa enzima, ligada & membrana plasmatica, transporta 3 Na', a
partir do meio intracelular, e 2 K, a partir do meio extracelular, através da membrana,
utilizando para tal a energia liberada da hidrolise de uma molécula de ATP (POST et
al., 1972; RAKOWSKI et al., 1989; CORNELIUS; 1999).

Atualmente, o entendimento da cinética da bomba de Na/K ¢ traduzido pelo
modelo de portas alternadas do ciclo de Albers-Post (ALBERS et al., 1963; POST et
al., 1965; POST et al., 1972; TANIGUCHI e POST, 1975; LAUGER, 1979). De acordo
com esse modelo, o transporte de Na’™ e K* de forma acoplada resulta da reacio desses
ions com a Na/K-ATPase. De forma resumida, ¢ suposta a existéncia de uma porta
externa e outra interna, uma em cada face da cavidade em que se encontram os sitios de
ligagdo de Na’ e K. Essas duas portas devem abrir e fechar alternadamente, evitando
fluxos dissipativos de Na" e K'. A enzima Na/K-ATPase alterna entre dois estados
conformacionais principais: E1 e E2. No primeiro estado, com a porta interna aberta e o
ATP ligado a seu sitio de alta afinidade, a ligacio de 3 ions Na™ induz a hidrélise da
ATP. Assim, a enzima é fosforilada e ocorre a oclusio dos 3 Na'. Espontaneamente, a
enzima transita para o estado E2, ocorrendo a abertura da porta extracelular e a
liberagdo dos ions Na’. Em seguida, 2 K" sdo ocluidos e a enzima é desfosforilada.
Também por mudanga espontanea, facilitada pela reagdo de ATP, a porta interna se abre
e os 2 K" sdo liberados no citoplasma. A ciclicidade deste mecanismo bombeia Na" para
o meio extracelular e K™ para o meio intracelular. Esse modelo prevé também o
funcionamento de forma reversa da bomba de Na/K.

A hipétese de que a bomba de Na/K poderia ser vista como um canal i6nico com
duas portas alternantes, proposta por LAUGER (1979), comegou a ser suportada
experimentalmente desde a descoberta da acdo da palitoxina (PTX) sobre a bomba de
Na/K. Essa toxina, extraida de corais do género Palythoa, é capaz de induzir um canal

PAL x : e . + + .
10nico ndo seletivo, para cations monovalentes (tais como Na ', K', Cs', etc.), através da



bomba de Na/K (HABERMAN, 1989). De acordo com ARTIGAS e GADSBY (2004) e
HORISBERGER (2004), o entendimento das interacdes entre a PTX e a Na/K-ATPase
auxiliard nos estudos da estrutura dessa enzima e dos mecanismos das portas da bomba
que alternadamente causam a oclusdo e desoclusdo dos ions transportados através da
membrana.

Apesar das modificagdes causadas pela PTX na bomba de Na/K, evidéncias
experimentais mostram que as reagdes de ATP, Na’ e K™ podem ocorrer mesmo para o
complexo PTX-Na/K-ATPase (ISHIDA et al., 1983; GREEL et al., 1988; WANG ¢
HORISBERGER, 1997). Além disso, foi demonstrado que a afinidade da PTX em
relagdo a Na/K-ATPase ¢ influenciada pela fosforilagdo da enzima e pela oclusdo de K.
Em contrapartida, a PTX também interfere no subestado fosforilado e na afinidade do
K" (TOSTESON et al., 2003; ARTIGAS e GADSBY, 2002, 2003a, 2003b, 2004).
Contudo, as reagdes envolvidas na fosforilagdo do complexo PTX-Na/K-ATPase e em
suas interagdes com Na' e K" ainda ndo estdo bem estabelecidas e é razoavel esperar

que essas reagdes devem constituir um sistema complexo.

l.1 - Objetivo

O objetivo deste trabalho ¢ propor um modelo de reagdes para o complexo PTX-
bomba de Na/K, com estrutura similar ao modelo de Albers-Post e, assim, contribuir

para um melhor entendimento do efeito da PTX sobre a enzima Na/K-ATPase.

|.2 — Motivacgé&o do trabalho

Durante a pesquisa de dissertagdo de mestrado, foi proposto um modelo
eletroquimico para a camada granular do giro denteado, que era capaz de reproduzir
varias caracteristicas das descargas epileptiformes ndo-sinapticas, tais como variagdes
dos potenciais e concentragdes idnicas, nos meios intra e extracelulares (RODRIGUES,
2003). Por meio de simulagdes computacionais com esse modelo, foi observado que o
efeito eletrogénico da bomba de Na/K ¢ essencial para o término de cada descarga
epileptiforme. Quando esse efeito da bomba nao era considerado nas simula¢des, uma
vez deflagrada uma descarga epileptiforme, o sistema nao era capaz de se recuperar e,

conseqlientemente, tendia para um estado em que os gradientes idnicos



transmembranares tornavam-se nulos em regime permanente. Para representar o efeito
eletrogénico da bomba de Na/K, o modelo do potencial transmembranar deveria incluir
um termo, referente a esse efeito, mas que ainda permitisse explicitar o potencial. Para
tanto, as analises mostraram que seria necessario interpretar a corrente gerada pela
bomba como uma corrente de um canal i6nico. Matematicamente, isso foi possivel
considerando a movimentagdo transmembranar de um ion ficticio que representasse o
saldo monovalente e positivo de 3 Na” contra 2 K. Posteriormente, essa concepgio
matematica foi reforcada por revisdes feitas sobre modelos da bomba de Na/K,
identificando propostas que interpretavam a bomba como um canal iénico (LAUGER,
1979). Além disso, evidéncias experimentais recentes envolvendo a PTX demonstraram
que ¢ possivel induzir canais 16nicos através da enzima Na/K-ATPase (ARTIGAS e
GADSBY, 2002, 2003a, 2003b ¢ 2004). Essas medidas da interagdo da PTX com a
bomba de Na/K constituem um forte suporte para suspeitas de que a conformagdo
geométrica da estrutura molecular da bomba deva ser similar a um canal i6nico, como ja
mencionado anteriormente, com duas portas alternantes.

As agdes interferentes da PTX sobre a bomba de Na/K, bloqueando sua
atividade e induzindo canais, despertaram o interesse de estudar sua atuagdo sobre
eventos epileptiformes sustentados por conexdes nao-sindpticas. Pensando dessa forma,
a pesquisa da tese de doutorado foi direcionada para desenvolver um modelo
matematico baseado em rea¢des quimicas, para descrever a atuagdo dessa toxina sobre a
Na/K-ATPase. Esse modelo poderia ser incorporado ao modelo desenvolvido por
RODRIGUES (2003) para simular a atuagdo da PTX durante as atividades
epileptiformes ndo-sinapticas. Além disso, contribuiria para o entendimento das
interagdes da PTX com a bomba de Na/K, as quais ainda ndo estdo totalmente

esclarecidas na literatura.

|.3 — Estrutura do trabalho

O modelo de reacdes proposto para investigar o efeito da PTX sobre a bomba de
Na/K envolve um grande numero de reacdes. Para tornar mais clara a sua descri¢ao, o
modelo foi dividido em partes, as quais foram separadas em capitulos diferentes da tese.

O texto da tese encontra-se estruturado como descrito nos paragrafos seguintes.



No Capitulo II, ¢ feita uma revisdo sobre a bomba de Na/K, enfocando a
evolucdo temporal do entendimento desse mecanismo de transporte iOnico, as suas
caracteristicas estruturais e funcionais e as substidncias que interferem em seu
funcionamento.

O Capitulo III consiste de uma revisdo sobre a PTX, apresentando suas
caracteristicas estruturais e interacdes com a bomba de Na/K.

No Capitulo IV, é proposto um modelo para as interagdes entre PTX e a bomba
de Na/K na auséncia de ATP.

No Capitulo V, considerando a presenca de ATP no meio intracelular, ¢
proposto um modelo de reacdes para a fosforilagao e desfosforilagdo do complexo PTX-
bomba de Na/K.

No Capitulo VI, sdo estudadas as interagdes entre 0 K' ¢ o complexo PTX-
bomba de Na/K, na presenga de ATP intracelular. O modelo proposto nesse capitulo
ndo inclui o fon Na" e, portanto, ndo descreve a fosforilagdo da bomba.

No Capitulo VII, os modelos propostos nos capitulos anteriores sdao reunidos
para investigar os efeitos conjuntos do K™ e da fosforilagio sobre o complexo PTX-
bomba de Na/K.

O Capitulo VIII consiste de uma aplicagao do modelo investigando o efeito da
PTX durante a inducdo de atividades epileptiformes nado-sindpticas, no hipocampo do
cérebro de rato.

Finalmente, no Capitulo IX, é apresentada a conclusdo, enfatizando os principais

resultados obtidos e contribui¢cdes do modelo.



Capitulo Il = A bomba de Na/K

Atualmente, existe muita informacao referente aos transportes de ions através de
membranas biologicas. O progresso no entendimento desses mecanismos de transporte
ionico se deve, originalmente, a trabalhos de alguns poucos pesquisadores. Esses
trabalhos questionam as origens de fenomenos simples relacionados com a distribuicao
16nica. Os experimentos relatados indicam a existéncia de um mecanismo que transporta
ions ativamente contra seus respectivos gradientes eletroquimicos. Dean mostra, em
1941, por meio de experimentos, que fons Na" do interior de fibras musculares sdo
trocados por Na' radioativos adicionados ao meio extracelular. Posteriormente, foi
observado que os gradientes de Na” e K™ sdo mantidos por um processo ciclico que
absorve K" e causa a extrusio de Na" (HODGKIN ¢ KEYNES, 1955). Como ainda nio
¢ totalmente compreendida, a bomba de Na/K ¢ um mecanismo que esta no centro das
atencdes, mesmo apos varios anos de investigagoes (SCHEINER-BOBIS, 2002).

Em geral, as atividades celulares requerem gradientes i0nicos através da
membrana celular. As células usam esses gradientes eletroquimicos para obter
nutrientes i6nicos ou ndo-idnicos, que estdo no meio extracelular, e para eliminar
substancias metabolizadas e ions de seus interiores. A bomba de Na/K ¢ responsavel
pelo estabelecimento e manutencdo desses gradientes eletroquimicos nas células
animais. Essa bomba fica disposta através da membrana celular e transporta Na™ e K,
contra seus respectivos gradientes de concentragdo, usando energia provinda da
hidrolise de ATP. Além disso, apresenta outras fungdes tais como contribuir para a
manuten¢do do potencial transmembranar e, conseqiientemente, para a comunicagao
neuronal e regulagdo osmoética do volume celular (GLITISCH, 2001; SCHEINER-
BOBIS, 2002).

Embora a existéncia desse mecanismo preferencial de acumulagdo i6nica nas
células seja conhecida hd mais de um século, somente em 1957 SKOU (1957)
identificou a Na/K-ATPase como sendo a enzima responsavel pelo bombeamento
seletivo de ions através das membranas celulares e pelo estabelecimento dos gradientes
10nicos transmembranares.

A partir de 1957, inimeros sao os trabalhos desenvolvidos com énfase no estudo
da bomba de Na/K. Dentre os grupos de pesquisa, destacam-se os de Albers e Post, nas

décadas de 60 e 70. Esses pesquisadores mediram a atividade da bomba de Na/K em



funcio das concentragdes de Na', K™ e ATP e, entdo, propuseram seqiiéncias de reacdes
para explicar a cinética do bombeamento dos ions (ALBERS et al., 1963; POST et al.,
1965; POST et al., 1972; POST et al., 1975; TANIGUCHI e POST, 1975; HOBBS et
al., 1980). O modelo teorico derivado desses trabalhos, denominado modelo de Albers-
Post, resumidamente, considera que o bombeamento id6nico possui a seguinte dinamica:
(i) a reagdo de fons Na" ¢ ATP com uma mesma enzima, na face intracelular, leva &
hidro6lise da molécula de ATP; (ii) conseqiientemente, ocorre a fosforilagdo da enzima, o
desprendimento de uma molécula de ADP e, posteriormente, a liberagio dos ions Na"
na face extracelular; (iii) os ions K' reagem na face extracelular ficando oclusos na
enzima e causando a liberagido do P; (iv) posteriormente, ocorre a liberagdo dos ions K
no meio intracelular, por relaxagdo espontanea ou induzida pela reacdo de ATP. A
ocorréncia sucessiva dessas reagdes de modo ciclico promove o efluxo de Na™ e o
influxo de K", caracterizando o bombeamento idnico promovido pela bomba.

Nas décadas de 60 e 70, surgem também evidéncias experimentais que mostram
o efeito eletrogénico da bomba de Na/K (THOMAS, 1968; PIETRZYK et al., 1978).
THOMAS (1968) demonstrou que a injecio de Na' intracelular em neurdnios de
caracol, por ativar a bomba de Na/K, causa hiperpolarizagdes, de cerca de 15 mV, na
membrana celular, as quais se deve associar o efeito eletrogénico da bomba de Na/K ao
transportar Na” e K™ em sentidos opostos, na razio de 3 para 2, respectivamente. Além
disso, observa que a bomba de Na/K, em neuronios de caracol, contribui com cerca de
2 mV para a polarizagdo da membrana celular durante o repouso. PIETRZYK et al.
(1978), incorporando o efeito da bomba de Na/K na equacao de Goldman-Hodgkin-
Katz de potencial, mostram, em concordancia com os achados de THOMAS (1968), que
a contribui¢do da bomba para o potencial transmembranar de repouso ¢ pequena, razao
pela qual poucos pesquisadores atentam para esse efeito.

Apesar de contribuirem para o entendimento do funcionamento da bomba, até a
década de 70, os trabalhos ndo permitem entender sua estrutura. LAUGER (1979)
sugere que a bomba de Na/K pode ser vista como um canal i6nico modificado com duas
portas. Nesse caso, foram supostas duas portas, uma porta externa e a outra interna, e
que suas aberturas permitem ligacdes de Na” ou K em sitios na enzima Na/K-ATPase.
Além disso, foi admitido que as portas nunca se abrem simultaneamente, evitando o
influxo de Na" e o efluxo de K.

Na década de 80, surgem trabalhos detalhando a cinética do funcionamento da

bomba de Na/K, possibilitando a estimativa de varias constantes das rea¢des de Na', K",



ATP, ADP e P com enzimas (Na,K)-ATPase, em diferentes tipos de células de vérias
espécies (BEAUGE e Di POLO, 1981; BRAND e WHITTAM, 1985; FORBUSH,
1987; FENDLER et al., 1987, RAKOWSKI et al., 1989; NAKAO ¢ GADSBY, 1989).
Esses trabalhos mostram que a bomba de Na/K apresenta cinética de funcionamento
semelhante para os diferentes tecidos celulares e para as varias espécies estudadas,
apesar de possuir valores diferentes para as constantes que descrevem afinidades e
mudangas de estados. Os trabalhos de RAKOWSKI et al. (1989) ¢ NAKAO e
GADSBY (1989) se destacam por estudarem também o comportamento da corrente da
bomba em funcdo do potencial transmembranar, mostrando que a atividade da bomba
diminui para potenciais mais negativos. Ainda nessa década, além de ocorrer a primeira
clonagem da enzima Na/K-ATPase (SHULL et al., 1985), surgem as primeiras
evidéncias experimentais de ser possivel induzir canais idnicos através da bomba de
Na/K (MURAMATSU et al.,, 1988; HABERMAN, 1989). O estudo do efeito da
palitoxina (PTX), que ¢ uma toxina extraida de corais do género Palythoa, mostra que
essa substancia, além de bloquear a bomba de Na/K, era capaz de induzir canais idnicos
para cations monovalentes através das enzimas Na,K-ATPase.

No inicio da década de 90, alguns trabalhos caracterizam com detalhes as
diversas reagdes que ocorrem durante o bombeamento idnico (CAMPOS e BEUAGE,
1992; ROSSI e NORBY, 1993; CAMPOS ¢ BEUAGE, 1994; HEYSE et al., 1994).
Dentre esses trabalhos, o de HEYSE et al. (1994) merece destaque. Experimentos
envolvendo fluorescéncia e corantes para caracterizar varias reagdes parciais das
enzimas da bomba de Na/K levam a um modelo, baseado na dinamica de Albers-Post,
para reproduzir a maioria das caracteristicas de transporte idnico da bomba com um
unico conjunto de parametros cinéticos. Ainda na mesma década, observa-se o
surgimento de varios trabalhos que apontam para o estudo dos mecanismos funcionais e
moleculares da bomba de Na/K por meio de experimentos envolvendo a PTX (FRELIN
et al, 1995; SCHEINER-BOBIS e SCHNEIDER, 1997; WANG ¢ HORISBERGER,
1997; HIRSH e WU, 1997; ICHIDA et al, 1999).

Recentemente, ARTIGAS e GADSBY (2002, 2003a, 2003b e 2004),
TOSTESON et al. (2003) e HARMEL e APELL (2006), com uma sériec de
experimentos sobre a indu¢do de canais pela PTX, mostram que as enzimas Na/K-
ATPase, apesar de apresentarem canais i0nicos na presenca de PTX, ainda podem ser
moduladas pelas reagdes de Na', K™ e ATP. Esse fato de que o complexo PTX-Na/K-

ATPase pode interagir com os ligantes da bomba faz com que a PTX seja uma



ferramenta util para caracterizar os caminhos de movimentagdo idnica, bem como as
estruturas e mecanismos das portas da bomba de Na/K (ARTIGAS e GADSBY, 2006;
REYSE e GADSBY, 2006). No entanto, para que a PTX possa ser mais bem explorada
nesse tipo de investigagdo, a interagdo entre essa toxina e a bomba ainda tem que ser
entendida com mais detalhes. Apesar dos inumeros trabalhos, nenhum deles sugere um

modelo tedrico consistente de como a PTX interage com a bomba de Na/K.

[1.1 — Caracteristicas estruturais e funcionais da bomba de Na/K

A enzima Na/K-ATPase faz parte de um grupo de enzimas da familia
P—ATPase, constituido por proteinas transmembranares caracterizadas por seqiiéncias
especificas relacionadas a func¢ao de hidrélise do ATP e a presenca de varios dominios
hidrofébicos supostos formarem o-hélices transmembranares. As enzimas P-ATPase,
durante o ciclo funcional, sdo caracterizadas por uma fosforilagdo transiente: o y-fosfato
do ATP ¢ transferido para um residuo aspartato que constitui um sitio de fosforilagao,
presente na enzima (HORISBERGER, 2004). Essas enzimas P-ATPase sdo encontradas
praticamente em todas células eucariontes e também em bactérias, sendo responsaveis
pelo transporte de uma grande variedade de ions (APELL, 2001). Recentemente, por
meio do uso da cristalografia por raio-x, o entendimento da estrutura molecular da
bomba de Ca*" do reticulo endoplasmético avancou substancialmente. Em razio de
semelhangas estruturais, esses avangos contribuem para a compreensao das estruturas da
bomba de Na/K e outros membros da familia P-ATPase (OGAWA e TOYOSHIMA,
2002; HILGEMANN et al., 2003; TOYOSHIMA et al., 2004). Contudo, os
mecanismos do transporte i6nico ainda ndo sdo bem conhecidos (HORISBERGER,
2004).

A bomba de Na/K pertence a um subgrupo de enzimas oligdmeras constituido de
subunidades o e B (Figura II.1) que tém sido identificadas em varios tecidos de
inimeras espécies. Geralmente, ¢ demonstrado que a fun¢do da Na/K-ATPase depende
de ambas as subunidades. A subunidade o, que ¢ a subunidade catalitica, tem uma
massa molecular relativa de 100 — 113 kDa, dependendo da isoforma: a1, a2, a3 ou o4.
Essa subunidade atravessa a membrana 10 vezes formando dominios transmembranares
(M1 a M10) e possui os dois segmentos terminais NH, e COOH localizados na face

citoplasmatica. Varios trabalhos tém indicado que tanto a ligacdo de ATP quanto a



oclusdo dos ions ocorrem nessa subunidade (SCHEINER-BOBIS, 2002; OGAWA e
TOYOSHIMA, 2002; APELL, 2004).

extracelular

intracelular

Figura II.1: Estrutura da enzima Na/K-ATPase. A enzima apresenta duas subunidades, o ¢ 3,
que podem ou ndo se ligar a uma terceira subunidade y. Os segmentos
transmembranares 1 a 10 correspondem aos segmentos M1 a M10 da subunidade a, A ¢
o dominio ativador, P, dominio de fosforilagdo e N ¢ o dominio de nucleotideos. Na
subunidade 3, sdo mostrados 3 sitios de ligacdo de glicosideos. Apesar dos segmentos
estarem dispostos em duas dimensdes apenas, na realidade, formam um feixe
tridimensional em torno dos segmentos centrais M4, M5 e M6 (extraido de

HORISBERGER, 2004).

A subunidade B ¢ altamente glicosilada e tem uma massa molecular relativa de
cerca de 60 kDa. A massa da metade protéica dessa subunidade ¢ 36-38 kDa,
dependendo da isoforma (B1, B2 ou B3). A subunidade 3 atravessa a membrana somente
uma vez e o segmento terminal NH, ¢ localizado na face citoplasmatica. As fungdes
dessas proteinas ainda ndo sdo totalmente entendidas. Recentemente, resultados tém
indicado que a subunidade [ apresenta contato direto com a subunidade o,
estabilizando-a e auxiliando em seu transporte para a membrana celular, a partir do
reticulo endoplasmatico. Em adig¢do, varios experimentos tém mostrado que a
subunidade B ¢ importante para a hidrolise do ATP, o transporte i6nico e a ligacao de
inibidores tais como a ouabaina (SCHEINER-BOBIS, 2002; HORISBERGER, 2004).

Na Figura II.1, os dez segmentos da subunidade o estdo representados em um

mesmo plano, embora formem um feixe transmembranar no entorno dos trés segmentos



centrais M4, M5 e M6. O dominio ativador A ¢ constituido pelo segmento terminal
NHa, que precede o primeiro segmento transmembranar, juntamente com o trecho que
une os segmentos M2 e M3. Esse dominio esta envolvido na desfosforilagdo da enzima.
O dominio de fosforilagdo P ¢ constituido das partes proximal e distal do trecho
intracelular entre os segmentos M4 ¢ M5. Na sec¢do inicial desse dominio, existe um
residuo aspartil, para o qual o fosfato do ATP ¢ transferido transitoriamente. O dominio
do nucleotideo (N) ¢ composto da parte principal do trecho entre os segmentos M4 e M5
e forma um tipo de compartimento para a ligacdo de ATP. A subunidade 3 tem apenas
um segmento transmembranar, um terminal intracelular NH, curto e um dominio
extracelular com varios sitios de ligagdo de glicosideos (s3o mostrados 3). Nesse
esquema, o segmento transmembranar da subunidade B foi disposto nas proximidades
dos segmentos M7 e M8 porque ¢ admitido que a parte anterior do dominio extracelular
dessa subunidade B interage com a subunidade a, no trecho entre os segmentos M7 e
M8 (HORISBERGER, 2004).

As subunidades o e [ ainda podem se associar a uma terceira subunidade,
referida como subunidade y. Em alguns tecidos, essa subunidade parece estar envolvida
na regulacio da atividade da bomba de Na/K e na sua interagio com os fons Na" e K.
No entanto, ndo ¢ identificada em todos os tecidos e, além disso, ndo € essencial para as
atividades da bomba de Na/K em sistemas de expressdo exdgena da enzima
(SCHEINER-BOBIS e FARLEY, 1994). A subunidade y apresenta massa molecular de
7-11 kDa e foi identificada como uma componente envolvida na ligacdo da
[*H]ouabaina. Acredita-se que essa subunidade associa-se com a bomba de Na/K via
interagdes com a extremidade C da subunidade oo (HORISBERGER, 2004).

Funcionalmente, a bomba de Na/K ¢é considerada como tendo dois estados
conformacionais principais, E1 e E2. Esses estados sdo identificados por diferentes
afinidades a Na', K" e ATP e pelas disposicdes das hélices da subunidade oo (OGAWA
e TOYSHIMA, 2002; APELL, 2004). Além disso, apresentam varios subestados e as
transicdes entre esses subestados, que (em condigdes normais) levam a transi¢des entre
El e E2, estio associadas a hidrolise do ATP e ao bombeamento de 3 Na" para a face
extracelular ¢ 2 K para o citoplasma, conforme descrito pelas reacdes do modelo
proposto de Albers-Post. Seguindo a proposta de LAUGER (1979), no diagrama da
Figura I1.2, a bomba de Na/K esta representada por um canal i6nico com duas portas,

uma na face intracelular e a outra na face extracelular. Apesar do diagrama apresentar
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somente seis subestados conformacionais, o ciclo funcional da bomba pode incluir
varios outros subestados (HEYSE et al., 1994; HORISBERGER, 2004). As mudancas

entre esses estados sdo representadas, no diagrama, pelas reagcdes do modelo de Albers-
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Figura I1.2: Modelo tedérico de portas alternadas de Albers-Post para a bomba de Na/K,

Post.

considerada como um canal i6nico. extra e intra indicam, respectivamente, as faces

extra e intracelulares da membrana (modificado de ARTIGAS e GADSBY, 2003a).

Nesse modelo de portas alternadas de Albers-Post, quando a enzima Na/K-
ATPase encontra-se no estado El, a porta intracelular encontra-se aberta e apresenta
maior afinidade ao Na” e ATP, com constantes de dissociacdo: Kdya = 0,19 — 0,26 mM
e Kdarp = 0,1 — 0,2 uM. Com a ligagdo de 3 Na' e ATP a enzima, ocorre a transferéncia
do y-fosfato do ATP para a enzima, causando a oclusio dos 3 Na' e liberagio de uma
molécula de ADP. O fon Mg”" ¢ indispensavel para a ocorréncia dessa reagdo de
fosforilagdo da Na/K-ATPase. A partir do subestado fosforilado P(Na");E1, a enzima,
por relaxagdo espontdnea, muda para o estado E2 e permanece com a porta extracelular
aberta. No estado E2, a enzima perde afinidade para os ions Na™ (Kdya = 14 mM) e a
afinidade para K ¢ aumentada (Kdk = 0,1 mM). Logo, ocorre a liberagdo dos 3 Na' e a
reacdo de 2 K, que induz a desfosforilagio da enzima. A desfosforilagio da enzima,
por sua vez, causa a mudanca para o subestado (K");E2, no qual os 2 K" estdo oclusos.
A liberagdo dos 2 K" na face citoplasmatica, que corresponde ao retorno da enzima para
o estado E1, pode ocorrer espontaneamente ou pode ser induzida pela reacdo de ATP
com baixa afinidade (Kdarp = 0,3 mM). A ciclicidade deste mecanismo bombeia Na"
para o meio extracelular e K' para o intracelular. Adicionalmente, esse modelo também
prevé o funcionamento de forma reversa da bomba de Na/K (GLITSCH, 2001;
SCHEINER-BOBIS, 2002; ARTIGAS e GADSBY, 2003a).

11



II.2 — Cinética das rea¢cGes do modelo teérico de Albers-Post

Desde o surgimento do modelo tedrico de Albers-Post, na década de 60,
inimeros trabalhos sdo direcionados ao estudo da cinética das reacdes parciais da
bomba de Na/K. Virias técnicas tém sido empregadas, tais como o estudo da
fosforilagdo e desfosforilagdo das enzimas em fungdo do tempo (ALBERS et al., 1963;
POST et al., 1975; TANIGUCHI ¢ POST, 1975; HOBBS et al., 1980; ROSSI ¢
NORBY, 1993; CAMPOS e BEAUGE, 1994; BEAUGE, 2001), medidas de fluxos
promovidos pelo transporte, oclusdo e/ou desoclusdo de ions (GARAY ¢ GARRAHAN,
1973; BEAUGE e DI POLO, 1981; BRAND e WHITTAM, 1985; FORBUSH, 1987),
registro de correntes transientes (RAKOWISK et al., 1989; PINTSCHOVIUS et al.,
1999; HANSEN et al., 2002; HOLMGREN, 2000; MATHIAS et al., 2000; PELYFFO
et al., 2000) ou registros de transi¢des de subestados por meio de fluorescéncia (WARD
e CARIERES, 1998; CORNELIUS; 1999; SCHNEEBERGER e APELL, 2000; HEYSE
et al, 1994). Dentre esses trabalhos, pode-se ressaltar o de HEYSE et al. (1994) em que
a atividade da bomba de Na/K ¢ descrita por meio de varios subestados que representam
uma forma expandida do ciclo de Albers-Post (Figura I1.3). As transi¢cdes entre esses
subestados sdo caracterizadas por faixas de valores para os pardmetros cinéticos das
respectivas reagdes (Tabela II.1). Essas faixas de valores podem ser determinadas por
meio de manobras experimentais envolvendo fluorescéncias sensiveis as mudancgas
conformacionais da Na/K-ATPase e por registro de correntes transientes geradas pela
bomba de Na/K.

Segundo o ciclo funcional da Figura I1.3, K" ¢ Na" competem na ocupagio dos
dois sitios da bomba Na/K no estado principal El, os quais sdo carregados
negativamente e ficam expostos na face intracelular. Essa competicio entre Na" e K é
observada experimentalmente, por exemplo, quando a corrente da bomba de Na/K ¢
ativada sob varias condi¢des de concentracdo idnica (GARAY ¢ GARRAHAN, 1973;
RAKOWSKI et al., 1989; SCHNEEBERGER ¢ APELL, 2001). Nesses experimentos,
observa-se que a afinidade aparente dos ions Na' na face intracelular é reduzida na

presenca de K intracelular.
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Figura 1.3 — Forma expandida do ciclo de Albers-Post usada para o levantamento dos
parametros cinéticos (extraido de HEYSE et al., 1994). a; p, ..., &, Pp, ... SA0 as
constantes das taxas das reagdes, sendo que f e b representam os sentidos direto e
reverso da reagdo. Cr, Cp € Cp sdo as concentragdes intracelulares de ATP, ADP ¢ P.

29

Cna’s Ck’s Cna’” € Ck” sdo as concentragdes de Na™ e K no citoplasma e na face

extracelular, respectivamente. E; e E; representam a enzima Na/K-ATPase em seus
dois estados conformacionais principais. Nesse ciclo, ainda foi considerado que a
liberacdo de 2 Na” ou 2 K" no citoplasma é muito rapida. Logo as reagdes de 2 Na' ou
2 K com enzimas no estado E1 puderam ser consideradas em equilibrio em cada

instante de tempo.

Segundo HEYSE et al. (1994) e SCHNEEBERGER e APELL (2001), o terceiro
sitio de ligagdo presente na enzima no estado E1 é neutro, altamente especifico para Na
e a ligacdo ionica ¢ eletrogénica. A oclusio dos ions Na', por causa da fosforilagio da
enzima, ocorre somente quando os 3 Na' estdo ocupando seus respectivos sitios de
ligagdo e nao apresenta efeito eletrogénico. Esse fato levou HEYSE et al. (1994) a
concluir que o Na' ligado ao sitio eletroneutro ndo é movido dentro da enzima durante a
transferéncia do y-fosfato, indicando que a fosforilagdo causa somente o fechamento da
porta intracelular da bomba. Essa conclusdo ¢ confirmada por investigacdes mais
recentes que revelam que o movimento de carga ocorre durante as reacdes de ligagdo e

de dissociacao ionica (APELL et al., 1998; APELL ¢ KARLISH, 2001). A transi¢do
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conformacional para o estado principal E2 estd associada com o acesso dos sitios de
ligagdo na face extracelular e com a liberacdo primeiro Na" a partir do sitio eletroneutro.
De acordo com HEYSE et al. (1994), essa transicdo de estado representa a maior

contribui¢do eletrogénica do ciclo funcional da bomba.

Tabela II.1 — Valores de parametros cinéticos das reagdes da forma expandida do ciclo de

Albers-Post (extraido de HEYSE et al., 1994).

Parimetro (¥) Faixa de valores
sentido direto (X;) sentido reverso (Xp)
N >1x10°mM™"s™ ~8x10%s
a 1x10°=1x10°mM™!s ~ 1,645
p ~2x10°s" 1x10°—1x10°mM".s"!
9 18-305s" 6x10'—6x10°mM s
02 >3x10°s™ ~2,68mM s’
01 >5%x10°s ~ 1,00 x 10° mM™ s
m; 2x10'=5x10' mM"s! 5-20s"
m; >1x10°mM s May/Myr = 0,1 — 1,0 mM
q >1x10°s" >1x10°mM™' s
S 5x10°—1x10°mM "5 Sy/St=4— 10 uM
k 15-305s" 1x10°-=1x10°s™
h 5x10°-5x%x10"s" 5x10'=5x10*s"
r 0,3-1s" 1,2x 10" =5x10' mM™.s!
d 3-30s" ~2,52x10' mM" s
e >1x10"s" <1s"
0 1,0x 10° =4 x 10° mM™.s! 50x10°-2x107%s"

A liberagdo sucessiva dos segundo e terceiro Na' na face extracelular, assim
como a ligagdo dos dois K', também apresenta efeito eletrogénico (HEYSE et al., 1994;
SOKOLYV et al., 1998). HEYSE et al. (1994) concluem que para essas reacdes
apresentarem efeito eletrogénico, no estado principal E2, os sitios de ligacdo devem
estar localizados dentro da enzima. Portanto, a conexdo entre os sitios € o meio
extracelular deve ser formada por um canal estreito.

A oclusio dos dois K", a desfosforilacdo da enzima e a liberacdo do K" na face

intracelular nao apresentam efeito eletrogénico (HEYSE et al., 1994; PINTSCHOVIUS
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et al., 1999). HEYSE et al. (1994) explicam esse fato considerando que, durante essas
transi¢des de subestados, os dois K devem estar emparelhados com as cargas negativas
dos sitios de ligacdo, os quais tém acesso direto ao meio intracelular no estado
conformacional principal E1.

Em relacdo as reacdes de ATP, como pode ser observado nesse esquema
seqiiencial para o funcionamento da bomba, o0 ATP ¢ fundamental para o transporte dos
3 Na' para o meio extracelular, reagindo com sitios de alta afinidade e fosforilando a
enzima Na/K-ATPase, e aumentando a taxa de liberagdo de K na face intracelular,
ligando-se a sitios de baixa afinidade. Entretanto, esse modelo seqiiencial considera que
a bomba de Na/K pode existir como um complexo com subunidades (af}), que
cooperam entre si e, conseqiientemente, apresentam dois sitios de ligacdo para ATP.
Assim, para explicar o efeito bifasico da concentracio de ATP sobre a atividade da
bomba, admite-se que cada composto aff tem apenas um sitio para ATP e que as
variagdes de afinidade desse sitio estdo associadas a mudancas conformacionais da
bomba. No entanto, estudos cinéticos mostram que um modelo de sitio Gnico ndo ¢
suficiente para explicar o acoplamento da hidrdlise de ATP com o transporte id6nico
(para revisao, SCHEINER-BOBIS, 2002).

No diagrama de reagdes na Figura II.3, ainda pode ser observado que, mesmo na
auséncia de K', a enzima Na/K-ATPase permanece ativa transportando 3 Na' para o
meio extracelular ¢ 2 Na' para o citoplasma. Nesse caso, o Na' extracelular atua
desfosforilando a enzima, no lugar do K', porém, com afinidade muito menor

(BEAUGE, 2001).

II.3 — Substancias que interferem no funcionamento da bomba
de Na/K

Possivelmente devido a sua fundamental importancia na fisiologia celular e
naturalmente para o organismo como um todo, a bomba de Na/K tem sido alvo de um
vasto numero de experimentos envolvendo a adi¢do de toxinas produzidas por plantas e
animais. A atividade de bombeamento idnico ¢ especificamente inibida por uma série de
esterdides, denominados glicosideos cardiacos, tais como a ouabaina e as digitalinas.
Outras substancias como a PTX, extraida de corais marinhos do género Palythoa, ¢ a
sanguinarina, extraida da planta Sanguinaria canadensis, também sao inibidoras da

bomba de Na/K. Diferentemente dos glicosideos cardiacos, os quais bloqueiam o fluxo
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ionico promovido pela bomba, a PTX e a sanguinarina convertem a enzima em um
canal i6nico aberto que permite o fluxo dissipativo de Na" e K". Em todos os casos,
contudo, as interacdes entre receptor e toxina resultam na perda do potencial de
membrana, que ¢ uma situagdo fatal para a célula e, dependendo do caso, para o
organismo (SCHEINER-BOBIS, 2002).

Os glicosideos cardiacos sdao encontrados como metabolitos secundarios em
varias plantas e também em alguns animais. Algumas dessas substancias (por exemplo,
a ouabaina) sdo usadas na Africa como veneno, na ponta de flechas, para caga. Essas
substancias se ligam de forma reversivel a enzima Na/K-ATPase, na face extracelular, e
inibem a hidrélise do ATP. A Na/K-ATPase ¢ a tnica enzima conhecida que interage
com essa classe de substancias. Portanto, os glicosideos cardiacos, especialmente a
ouabaina, muitas vezes sdo usados para identificar a Na/K-ATPase e para estudar os
mecanismos envolvidos no transporte i6nico nesse sistema. Sob condigdes Otimas,
1 mol de Na/K-ATPase se liga a 1 mol de ouabaina. A condi¢ao 6tima para a ligacao
ocorre quando a enzima ¢ exposta a Mg%, Na" e ATP ou Mg2+ e P. Como essas duas
condi¢des induzem a conformagdo fosforilada da enzima PE2, tem sido aceita a
hipotese de que esse € o subestado ao qual os glicosideos cardiacos se ligam. Assim, o
efeito bloqueador dessas substancias consiste em manter a enzima nesse subestado
fosforilado, bloqueando a desfosforilacdo da enzima e, conseqiientemente, a atividade
da bomba. A presenca de ions K™ na face extracelular da enzima influencia reduzindo a
afinidade da enzima para os glicosideos cardiacos. A presenca de Na' inibe
competitivamente o efeito do K', favorecendo a ligagdo dos glicosideos cardiacos
(GLITISCH, 2001; SCHEINER-BOBIS, 2002).

A inibicdo da bomba de Na/K por glicosideos cardiacos ¢ clinicamente
relevante. A aplicacdo dessas substincias, especialmente das digitalinas e seus
congéneres, aumenta a capacidade de contragdo dos musculos do coragdo,
possivelmente pelo aumento indireto da concentragio de Ca*" intracelular.
Recentemente, varios grupos de pesquisa tém isolado substancias circulantes enddgenas
que interagem com a bomba de Na/K e inibem o bombeamento de *Rb". Além disso,
varias dessas substancias tém sido identificadas como ouabaina ou seus congéneres. Em
adicdo, evidéncias indicam que a concentracdo da ouabaina enddgena aumenta sob
esfor¢co excessivo e apresenta alto nivel em pacientes hipertensos. Contudo, os

mecanismos que podem ser relevantes ainda ndo estdo bem esclarecidos e os glicosideos
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cardiacos ndo aparecem na lista de substancias endogenas vasoativas (para revisao,
SCHEINER-BOBIS, 2002).

A palitoxina, produzida por corais do género Palythoa, ¢ considera a toxina mais
potente de origem animal (HIRSH e WU, 1997; SCHEINER-BOBIS, 2002). Essa
toxina transforma a bomba de Na/K em um canal i6nico ndo-seletivo para cations
monovalentes, permitindo o fluxo dissipativo de Na” e K" através da membrana celular.
Tal efeito explica a toxidade da palitoxina, pois, as redugdes dos gradientes de Na™ e K"
resultam no colapso do potencial transmembranar, causando a perda das fungdes
celulares basicas (HABERMANN, 1989). No proximo capitulo, ¢ feita uma revisao
mais detalhada sobre essa toxina e seu efeito sobre a bomba de Na/K.

A sanguinarina, um alcaldide desenvolvido pela planta Sanguinaria canadensis
no curso da evolucdo para protegé-la contra herbivoros, foi descrita cerca de 29 anos
atras como um inibidor da bomba de Na/K. Contudo, a interacdo entre a sanguinarina e
a Na/K-ATPase ainda nao foi investigada tdo intensamente como no caso da PTX
(SCHEINER-BOBIS, 2002). O trabalho mais conclusivo sobre o efeito dessa substancia
sobre a bomba de Na/K ¢ o de SCHEINER-BOBIS (2001). Nesse trabalho, usando
células de levedura com enzimas Na/K-ATPase incorporadas em suas membranas, foi
mostrado que a sanguinarina induz a formagdo de um canal na bomba que ¢ sensivel a
ouabaina e que permite o efluxo de K'. Segundo esse autor, a sanguinarina parece se
ligar primariamente ao subestado PE1 da enzima e, assim, inibe a ligagdo da ouabaina.
No entanto, como no caso da PTX, essa toxina também nao necessita da fosforilagdo

para interagir com a bomba.
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Capitulo Il — A Palitoxina

De acordo com uma antiga lenda do Hawaii, no distrito de Hana, vivia um
homem que estava sempre ocupado plantando e colhendo. Sempre que as pessoas da
regido iam pescar, no retorno, alguém desaparecia. Esse mistério ficou sem explicagao,
durante algum tempo, até o0 momento em que passaram a suspeitar do homem que vivia
cultivando. Assim, os pescadores aprisionaram esse homem, tiraram sua roupa e,
surpreendentemente, descobriram uma boca de tubardo em suas costas. O homem foi
morto e suas cinzas foram langadas na dire¢do do mar. Segundo a lenda, as algas da
regido onde as cinzas cairam tornaram-se toxicas e, assim, foram chamadas de algas
mortais de Hana. Essa regido, que passou a ser um tabu para os havaianos, foi coberta
com pedras ¢ a sua localizagdo tornou-se um segredo, pois, acreditavam que uma coisa
muito ruim poderia acontecer se alguém encontrasse as algas.

Tendo tomado conhecimento da lenda, Scheuer e Moore, ha mais de 30 anos
atras, conseguiram chegar ao local consultando varios nativos da regido de Hana e 14
coletaram uma pequena quantidade da “alga”, que foi identificada como corais do
género Palythoa. A substancia toxica extraida desses corais foi denominada palitoxina
(para revisdo, PATOCKAA e STREDAB, 2002).

A palitoxina (PTX) ¢ uma das mais potentes toxinas animais. Agindo na face
extracelular das células, em alguns animais (por exemplo, rato, cdo e porquinho-da-
india), a dose letal pode variar entre 10 e 100 ng/Kg. Além disso, essa dose letal
depende da forma de aplica¢do. Por exemplo, em ratos, a inje¢@o intravenosa mostra-se
mais efetiva, enquanto inje¢do intragastrica ou intra-retal faz com que a PTX seja
inativa. A PTX pode ser isolada de celenterados marinhos dos géneros Palythoa e
Zoanthus e também ¢ encontrada em anémonas-do-mar e em certos caranguejos. Essa
toxina consiste de uma cadeia parcialmente ndo-saturada alifatica e longa, com grupos
carboxila, hidroxila e éter ciclicos espalhados (Figura III.1) (HABERMANN, 1989;
HIRSH e WU, 1997). A PTX ¢ uma molécula com estabilidade relativamente baixa e
alteragdes em sua estrutura afetam a potencialidade de seus efeitos (ISHIDA et al, 1983;
TOSTESON et al; 1995; WANG e HORISBER; 1997). A PTX nao forma poros na
bicamada lipidica e sua ac¢do ¢ claramente distinta daquela de ionoforos naturais. Isso
sugere que a PTX ndo age como um ionéforo e deve reagir com alguma estrutura pré-

existente na membrana citoplasmatica (HABERMANN, 1989; HIRSH e WU, 1997).

18



Figura III.1 — Estrutura da palitoxina (HABERMAN, 1989).

Dentre outros efeitos, a aplicacdo de PTX pode provocar contracdo de musculos
e artérias, vasoconstricao, despolarizacao de células e liberagdo de neurotransmissores
(FRELIN ¢ RETERGHEM, 1995; LAU et al., 1995; KOCKSKAMPER et al., 2004;
VALE et al., 2006). Segundo HABERMANN (1989), todos os efeitos provocados pela
PTX, inclusive a letalidade, podem ser explicados pelo fato de que essa toxina
possibilita os fluxos de Na” ¢ K' através da membrana, de forma dissipativa. Isso
porque a PTX ¢ capaz de induzir canais i6nicos ndo-seletivos para cations monovalentes
através da membrana celular. Como a ouabaina, uma substancia bloqueadora especifica
da bomba de Na/K, atua como um antagonista do efeito da PTX, conclui-se que os
canais sao induzidos por essa toxina na bomba de Na/K (HABERMANN, 1989; WANG
e HORISBERGER, 1997). Adicionalmente, o trabalho de SCHEINER-BOBIS (1998)
mostra que células de levedura, as quais ndo apresentam enzimas Na/K-ATPase, sdo
resistentes & PTX. Porém esta resisténcia pode ser superada pela expressdo exdgena da
Na/K-ATPase.

A técnica de patch-clamp, usada para medir a atividade de canais isolados,
forneceu a prova da existéncia dos canais induzidos pela PTX (HABERMANN, 1989).
Segundo CHHATWAL et al. (1983), o canal induzido pode ser representado por uma
unica molécula ATPase que, uma vez ligada a PTX, ¢ convertida em um poro reversivel
que permite o fluxo de cations monovalentes.

ICHIDA et al. (1999), usando a técnica de patch-clamp com a configuragio

whole cell para medir a corrente induzida pela PTX, mostram que as propriedades dos
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canais induzidos em megacariécitos de rato e de células excitaveis sdo similares em
relagdo a seletividade i6nica e ao efeito da ouabaina. TOSTESON et al. (2003) mostram
que os canais induzidos em células de rim de porco e de cachorro também apresentam
caracteristicas qualitativas similares. Adicionalmente, os trabalhos de ARTIGAS e
GADSBY (2002, 2003a, 2003b e 2004) demostram que células de rim de embrido
humano (HEK293) e miocitos ventriculares também apresentam canais induzidos pela
PTX com caracteristicas semelhantes. Esses trabalhos, portanto, indicam que o efeito da

PTX deve ser qualitativamente semelhante para diferentes tipos de células de animais.

lll.1 — InteracOes entre a PTX e a bomba de Na/K

Na década de 70, foi demonstrado que a PTX apresenta alguns efeitos similares
aos da ouabaina e que, além disso, a aplicacdo de glicosideos pode inibir os efeitos da
PTX. ISHIDA et al. (1983) observam que a PTX, assim como a ouabaina, bloqueia a
atividade de enzimas Na/K-ATPase extraidas de células do coragdao de porquinho-da-
india e do cortex cerebral de porco. Além disso, os autores também mostram que o K"
apresenta um efeito competitivo com a PTX, reduzindo o bloqueio promovido pela
toxina.

GRELL et al. (1988), utilizando células de rim de porco, confirmam o efeito
competitivo exercido pelo K sobre a PTX e explicam esse efeito propondo um
esquema de reacdes em que a PTX somente pode reagir com enzimas nao ligadas a K",
e vice-versa. Além disso, esses autores levantam a hipdtese de que um rearranjo
conformacional lento deve limitar a taxa de ligagio da PTX e observam que o Na',
diferentemente do K, ndo afeta a ligacdo dessa toxina.

Na Figura III.2, ¢ mostrado um diagrama esquemadtico simplificado proposto
para representar os efeitos da PTX e da ouabaina (HABERMANN, 1989). Segundo esse
diagrama, o fato de essas substancias apresentarem alguns efeitos semelhantes, como
por exemplo a contracao de musculos do intestino, ¢ explicado pelo bloqueio que ambas
exercem sobre a atividade da bomba. Por outro lado, as atuagdes dessas substancias sao
diferenciadas pela capacidade da PTX de promover os fluxos dissipativos de Na" e K' e

pela caracteristica da ouabaina de bloquear esses fluxos.
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Figura II1.2 — Atuagdes convergentes e divergentes da PTX e ouabaina sobre a bomba de Na/K.
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O sinais “+” e indicam se a atuacdo ¢é de favorecimento ou bloqueio,

respectivamente.

TOSTESON et al. (1991), utilizando célula vermelha humana, observam que a
PTX reduz o consumo de ATP, sugerindo que a toxina deve bloquear a bomba de Na/K
inibindo a hidrélise do ATP. Segundo eles, quando os canais induzidos pela PTX estao
abertos, a Na/K-ATPase ndo catalisa a hidrélise de ATP. Também demonstram que o
efeito da PTX ¢ reversivel, uma vez que a remo¢ao da toxina permite que a bomba
retorne a atividade normal. Esse efeito reversivel da PTX leva os autores a propor a
hipotese de que o canal induzido pela toxina pode envolver os sitios de ligacdo de Na' e
K", ocupados durante o funcionamento normal da bomba.

Até o inicio da década de 90, o bloqueio da ouabaina sobre o efeito da PTX era a
evidéncia mais forte de que essa toxina interage com a bomba de Na/K. Posteriormente,
com a aplicacido da PTX em células de levedura, essa evidéncia se confirma
(SCHEINER-BOBIS et al., 1994). Essas células apesar de ndo apresentarem bomba de
Na/K enddgena, permitem a incorporacdo de suas subunidades o e . Os autores
demonstram que, enquanto as células ndo transformadas sdo insensiveis a PTX, as
células expressando ambas subunidades o e  apresentam redug¢des da concentragdo
intracelular de K™ quando a toxina ¢ aplicada, indicando a abertura de canais ionicos
(Figura III.3A). Além disso, observam que a presenga de somente uma das subunidades
da bomba, a ou 3, ndo ¢é suficiente para tornar as células de levedura sensiveis a PTX e
demonstram de forma sistematica que a aplicagdo de ouabaina causa o bloqueio do

efeito da PTX (Figura II1.3B). Esses achados sdo confirmados posteriormente por
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HIRSH e WU (1996) por meio de registros da atividade de canais isolados durante a

aplicacdo de PTX em células de levedura expressando a bomba de Na/K.
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Figura I11.3 — Subunidades o e B sdo necessarias para a interacdo da PTX com a bomba de Na/K
em células de levedura, observada por meio do efluxo de K" (SCHEINER-BOBIS et al.,
1994). A) As células apresentam as subunidades o (@), B (A) ou a e B (¢). Células ndo
transformadas (0) foram utilizadas como controle. B) Inibicdo exercida pela ouabaina

sobre o efluxo induzido pela PTX.

REDONDO et al. (1996), também utilizando células de levedura, demonstram
que, mesmo a subunidade o estando em uma forma truncada, a PTX ¢ capaz de se ligar
a bomba de Na/K e afetar a ligagdo da ouabaina. No entanto, sob essa situagdo,
observaram que a PTX ndo causa o efluxo de K', indicando que a parte da subunidade o
removida deve participar de forma direta ou indireta na formagao do canal induzido pela
PTX. Baseado nesses achados, os autores concluem que a PTX deve abrir um canal
dentro da bomba de Na/K e nao meramente na sua vizinhanca. Outra hipdtese proposta
¢ que o canal induzido deve ser o mesmo canal que, sob condi¢des normais, transporta
ativamente os fons Na" e K.

Estudando os efeitos da PTX, inducdo de corrente e o bloqueio da atividade da
bomba, WANG e HORISBERBER (1997) observaram que a PTX pode induzir uma
corrente macroscopica sem causar um bloqueio consideravel da atividade da bomba de
Na/K. Esse fato explicaria as diferencas na afinidade aparente da PTX que sdo
observadas quando os efeitos secundarios ao aumento da corrente induzida
(despolarizagdo da membrana, contragdo muscular, etc) ou a inibigdo da Na/K-ATPase
sdo medidos. Além disso, WANG e HORISBERGER (1997), estudando a interagdo
entre K" e o complexo PTX-bomba de Na/K, propdem um modelo simplificado para

explicar o efeito competitivo entre essas substancias (Figura II1.4). Nesse modelo, a
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ligacdo de PTX nao ocorre, ou ¢ muito lenta, se a enzima estiver ligada a K ou

ouabaina, e vice-versa.

ciclo da
bomba de

E2-K+ E-PTX
canal aberto

Figura II1.4 — Modelo para a interagdo da PTX e da ouabaina, com a bomba de Na/K, proposto
por WANG e HORISBERGER (1997).

Investigando as interacdes moleculares entre a PTX a bomba de Na/K,
SCHEINER-BOBIS e SCHENEIDER (1997) e ARTIGAS e GADSBY (2002)
demonstram que a hidrélise de ATP nao ¢ necessaria para a indugdo de canais idnicos
pela PTX. Na Figura III.5A, ¢ mostrada uma medida de atividade de canal isolado
induzido pela PTX, utilizando a técnica de patch-clamp em midcito ventricular de
porquinho-da-india (ARTIGAS e GADSBY, 2002). Nesse experimento, a face
extracelular ¢ perfundida com solugdo contendo 160 mM Na” e a face intracelular, com
solugdo contendo 150 mM de Na’" e 5 mM de ATP. Apés 25 s de aplicagdo da PTX,
observa-se a atividade de um canal induzido e, posteriormente, a perfusdo da toxina ¢
interrompida. O canal induzido apresenta bursts de abertura longos e a atividade

permanece durante aproximadamente duas horas.

50 pMPTX,  0OPTX

5 mM MgATP | o0.4pA

Figura II1.5 — Registros de corrente em canais isolados, induzidos pela PTX, em membrana de
miocito cardiaco, mantida a —70 mV e banhada com solugdo extracelular contendo
160 mM de Na' e intracelular apresentando 150 mM de Na” e 5 mM (A) ou 0 (B) de
ATP. As linhas pontilhadas representam os estados aberto (O) e fechado (C) do canal. A
PTX ¢é aplicada até o registro do inicio da atividade do canal (ARTIGAS e
GADSBY,2002).
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A condutancia através dos canais induzidos pela PTX varia entre 9 e 25 pS para
diferentes tipos de células (WANG e HORISBERGER, 1997) e, no caso em que nao ha
a hidrdlise de ATP, quando a solugdo de perfusdo intracelular estd livre de ATP, de
acordo com as observacdes de ARTIGAS e GADSBY (2002), os canais isolados
permanecem tempos mais longos no estado fechado (Figura I11.2B).

Investigando o efeito da PTX sobre as reacdes de Na', K™ e ATP com a enzima
Na/K-ATPase, TOSTESON et al. (2003) ¢ ARTIGAS ¢ GADSBY (2002, 2003a, 2003b
e 2004) mostram que as enzimas Na/K-ATPase, mesmo na presenga de PTX, mantém
suas caracteristicas de reagir com os solutos Na', K' e ATP. Nesse sentido,
TOSTESON et al. (2003) demonstram que Na’" e K podem ser oclusos em enzimas
ligadas a PTX. No caso do K, a taxa de desoclusdo é alterada pela PTX. Além disso,
esses autores observam que, apesar de haver reducdo do nivel de fosforilacdo, as
enzimas ligadas a PTX também podem ser fosforiladas. Para explicar essa reducdo do
nivel de fosforilacdo, propdoem que a PTX deve inibir as ligacdes de ATP aos sitios de
alta afinidade ou aumentar a desfosforilagao das enzimas.

O efeito bloqueador do K™ sobre os canais induzidos pela PTX ¢é conhecido
desde a década de 80 (HABERMAN, 1989). Porém, um estudo mais consistente do
efeito do K" sobre esses canais induzidos surge somente com o trabalho de ARTIGAS e
GADSBY (2003a, 2003b e 2004). Esses autores, para explicar o decaimento da corrente
induzida pela PTX na presenca de K' extracelular, propdem que além do K' poder
bloquear os canais induzidos, deve aumentar a taxa de dissociacdo de PTX.

ARTIGAS e GADSBY (2003a, 2003b e 2004) ainda verificam que a
fosforilacdo dos canais induzidos aumenta a estabilidade das ligagdes de PTX e também
que a PTX favorece o estado fosforilado das enzimas da bomba, resultado este diferente
do obtido por TOSTESON et al. (2003). Além disso, constatam que a presenca de ATP
intracelular aumenta a probabilidade de abertura dos canais induzidos e reduz o
decaimento da corrente provocado pelo K extracelular.

De forma resumida, os trabalhos de ARTIGAS e GADSBY (2002, 2003a, 2003b
e 2004) e de TOSTESON et al. (2003) contribuiram para elucidar varios mecanismos
envolvidos na inducao de canais por parte da PTX, através da bomba de Na/K. Porém,
ainda existem mecanismos relativos as interagcdes da PTX com enzimas nas presencas
dos ligantes fisiolégicos (Na", K, ATP, ADP e P) que precisam ser esclarecidos. Por

exemplo, na literatura, ainda ndo existe uma descri¢do mais detalhada de como seriam
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as reagoes envolvidas na fosforilagdo das enzimas na presenga de PTX e os mecanismos
pelos quais o K reduz a indugio de canais por parte da PTX.

O fluxo i6nico através de canais induzidos pela PTX parece ser controlado pelas
duas portas, as quais podem ser reguladas pelos ligantes fisiologicos da bomba de Na/K.
Isso sugere que a abertura e fechamento das portas refletem mudangas conformacionais
analogas as das reagdes parciais de oclusdo e desoclusdo i6nica normais (ARTIGAS e
GADSBY, 2003a e b). A PTX parece interferir sobre o acoplamento preciso entre as
portas intra- e extracelular que controla o acesso aos sitios de ligacdo dos cations,
fazendo com que algumas vezes as portas se abram simultancamente (ARTIGAS e
GADSBY, 2004). Portanto, a PTX pode ser usada como uma ferramenta para
caracterizar os caminhos do transporte i0nico e as estruturas e mecanismos das portas da
bomba de Na/K (ARTIGAS e GADSBY, 2004; HORISBERGER, 2004; ARTIGAS e
GADSBY, 2006; REYSE e GADSBY, 2006). Contudo, antes dessa toxina ser
explorada para tais estudos, as interagdes da PTX com a bomba de Na/K devem ser
mais bem entendidas. O desenvolvimento de um modelo de reagdes, além de contribuir
para o entendimento dessas interagdes, também auxiliaria no estudo dos efeitos da PTX
em tecidos celulares, ou mesmo, como ferramenta para estudar a atuagdo da bomba de
Na/K durante fendmenos bioldgicos, tais como durante a indugdo de atividades

epileptiformes ndo-sinapticas (RODRIGUES, 2003; VIVAS, 2005).
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Capitulo IV — Interacdes entre o Complexo PTX-Bomba
de Na/K e os lons Na" e K*

O registro de corrente através da membrana celular, utilizando a técnica de
patch-clamp, permite investigar a ativagdo e desativacdo de canais induzidos pela PTX,
em resposta a adi¢do ou remogio combinadas de Na" e K no citoplasma ou na face
extracelular da membrana, quando sob perfusdo intra- e extracelulares com solugdes
sem ATP e P (ARTIGAS e GADSBY, 2003a ¢ b). Nessas condicdes, as enzimas da
bomba ndo podem ser fosforiladas. Tomando como referéncia o comportamento da
corrente induzida pela PTX na presenca de Na', observa-se que o ion K, a partir da
face extracelular, interfere sobre as interagdoes da PTX com a bomba, aumentando a taxa
de dissociagao da toxina e causando o fechamento de canais induzidos.

Em relagio as interagdes entre Na' e a bomba, TOSTESON et al. (2003),
fazendo a incubacio de enzimas Na/K-ATPase em solugdo contendo “*Na’, mostram
que a oclusio de Na” na bomba ndo ¢ alterada na presenca da PTX. Reforcando essa
observacdo, HARMEL e APELL (2006), utilizando um indicador (electrochromic
styryal dye RH421) que monitora a quantidade de ions ligados a bomba, concluem que a
PTX nio altera a ligagdo dos trés fons Na'. Além disso, esses autores mostram que a
ligacdo de trés Na™ em seus sitios de alta afinidade parece ndo modificar a ligacio da
toxina.

Como pode ser observado na Figura II.3, na presenga de ATP, ADP e/ou P, o
nimero de subestados possiveis da bomba de Na/K ¢ maior. Como existe a hipotese de
que a PTX pode interagir com subestados dos dois estados conformacionais principais
El e E2 (HABERMANN, 1989; ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004), as interagdes da toxina
com a bomba podem se tornar mais complexas nessa situagao. Somando isso ao fato de
que as reacdes quimicas envolvidas na agio de Na” e K" sobre os canais induzidos pela
PTX ainda ndo estdo bem esclarecidas, neste capitulo, propde-se um modelo de reagdes,
com estrutura semelhante 2 do modelo de Albers-Post, para investigar como a PTX
interfere com a bomba de Na/K e suas interagdes com Na' e K', na auséncia de ATP,

ADPeP.
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V.1 - Métodos

O modelo de reacdes pode ser dividido em duas partes. A primeira € constituida
de reacdes do modelo de Albers-Post, que descreve o ciclo de transporte i6nico. A
segunda parte corresponde ao conjunto de reacdes e subestados proposto para explicar o

efeito da PTX.

IV.1.1 — Modelo de reacfes de Albers-Post

No modelo de Albers-Post, os dois estados conformacionais principais da
enzima Na/K-ATPase , E1 e E2, apresentam varios subestados (Figura I1.3). As reagdes
e subestados considerados foram aqueles que sdo necessarios para reproduzir o efeito da
PTX sobre a bomba de Na/K nas auséncias de ATP, ADP e P. Para o estado E1, foram
considerados dois subestados: (a) E1 — enzima livre com a porta intracelular aberta;
(b) Na'3E1 — enzima com a porta intracelular aberta ¢ 3 Na™ ligados. Em relagdo ao
estado E2, no qual a enzima apresenta os sitios de ligagdo para Na™ e K acessiveis na
face extracelular, os seguintes subestados foram considerados: (a) (K"),E2 — enzima
contendo 2 K" oclusos; (b) (Na"),E2 — enzima contendo dois Na' oclusos; (c) E2 —
enzima livre com a porta extracelular aberta.

As reacdes envolvendo transi¢des entre esses subestados, especificadas na
Tabela IV.1, sdo: reacdo 1 — transicdo espontanea entre os subestados E1 e E2; reagdo 2
— ligagdo de trés Na' as enzimas no subestado E1, formando o subestado Na';El;
reacdo 3 — oclusdo de K em enzimas formando o subestado (K"),E2; reagio 4 — oclusio

de Na" formando o subestado (Na"),E2.

Tabela IV.1: Reagdes do modelo de Albers-Post que foram descritas no modelo.

Numero da reagao Reacao
1 E2«—>El
2 3-Na™ + El«—>NajEl
3 2. K™+ Ele—(K 1), E2
4 El+2Na™ «——>(Na*), E2

Obs: E representa enzima Na/K-ATPase; os sobrescritos, i € 0, indicam as faces intra e extracelulares da

enzima, respectivamente.
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IV.1.2 — Modelo de reacgdes para o complexo PTX-bomba de Na/K

O conjunto de reagdes proposto para descrever a acdo da PTX, apresentadas na
Tabela V.2, complementa a cinética do modelo de portas-alternadas de Albers-Post. De
acordo com HABERMANN (1989) e ARTIGAS e GADSBY (2004), a PTX pode se
ligar a subestados de ambos os estados conformacionais principais, E1 e E2. A ligacao
de PTX induz transicdes de certos subestados para outros, interferindo com o
acoplamento preciso entre as portas intra- e extracelular, permitindo que se abram
simultaneamente. Em outras palavras, a associa¢do da toxina com a Na/K-ATPase causa
a transi¢cdo para um terceiro estado conformacional principal E3 em que as duas portas
da bomba podem se abrir simultaneamente, caracterizando a abertura de um canal
i6nico. No presente modelo, o subestado que representa canais induzidos pela PTX,
denotado por PTXE, segue a descricdo de SCHEINER-BOBIS ¢ SCHNEIDER (1997) e
ARTIGAS e GADSBY (2004). Adicionalmente, sdo considerados canais induzidos
fechados que apresentam Na' ou K™ oclusos: PTX(Na"),E e PTX(K"),E.

Tabela IV.2: Reagdes do modelo para acdo da PTX sobre a bomba de Na/K.

Reacao
pl PTX® + E1«——PTXE
p2 PTX® + E2«——PTXE
p3 PTX® +Naj El <—>PTXE+3Na™
p4 2-Na™° + PTXE «—— PTX(Na™), E
pS PTX (Na*), E «—>PTXE +2-Na*!
p6 2-K*™° 4 PTXE <« PTX(K "), E
p7 PTX(K*), E <—>PTXE +2K ™+
p8 PTX(Na*), E«—>(Na*), E2+PTX°
9 PTX(K*), E«——>(K*),E2+PTX°

Descrevendo as reagdes, a PTX pode se ligar a enzimas nos subestados E1 ou

E2, resultando no subestado PTXE (Tabela IV.2, reacdes pl e p2, respectivamente).
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Além disso, mesmo com trés Na' ligados a enzima, a PTX pode reagir e induzir canais
(reagdo p3).

Registrando a corrente i0nica através dos canais induzidos pela PTX, ARTIGAS
e GADSBY (2003a, b) observaram que K' extracelular acelera o decaimento da
corrente induzida pela PTX, sugerindo que esse ion causa o fechamento de canais e
aumenta a taxa de dissociacdo da toxina. Esses autores também verificaram a reativagao
parcial da corrente induzida quando o decaimento provocado com K’ ¢ interrompido
substituindo esse ion na face extracelular por Na'. No modelo, o decaimento da corrente
acelerado por K" foi associado & oclusdo desse ion nas enzimas e a reativagdo parcial,
apods a perfusdo com K extracelular, foi interpretada como sendo um resultado da
diferenca entre as cinéticas das reacdes de oclusdo e desoclusio de Na™ ¢ K. Portanto,
foram consideradas reacdes similares para as oclusdes de Na' (reacdes p4-pS) e K'
(reacdes p6-p7) no complexo PTX-bomba de Na/K. A aceleragdo da dissociagdo da
PTX causada pelo K', como descrito por ARTIGAS e GADSBY (2003a, b), foi
representada pela reagio p9. Supondo que Na' tenha efeito similar, a reagdo p8 foi

incluida no modelo.

IV.1.3 — Modelo Matematico

A taxa de cada uma das reacoes (1-4 e pl-p9) foi admitida como a diferenga
entre a taxa do sentido direto da reagdo (que depende das concentracdes dos reagentes) e

a taxa do sentido reverso (que ¢ fungdo das concentragdes dos produtos):

fy = ay[E2)-By[ET], 01)
+7i43
ry = o, (ENia 1) ~[E1]-B,[Nay E1, (4.02)
(INa™]' +Kdng)
K+ i\2
y=ay — ek, E2), (4.03)
((K™] +Kdg)
Na™t i\2 .
=y — 8 I rgyop,Nat), E2), (4.04)
(INa™]' +Kdpa)
Ipt =ap1[PTX]°[El]—B p1 [PTXE], (4.05)
rpa = pa [PTX]°[E2]-PB 2 [PTXE], (4.06)
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([Na*]")?

rhs =a n3[PTX]°[Nai E1]-B o3 [PTXE] : )
S s =l=Pes (INa*]' +Kd )

([Na*1°)?

r -
(INa*]' + Kdya)?

p4 = Ol pg [PTXE]—Bp4[PTX(Na+)2 E],
(INa*1')?

Fhs = PTX(Na‘t), E]- :
p5 = psl ( )2E]-Bps ([Na*]'+KdNa)2

[PTXE],

([K*1%)?
([K*1° +Kdg)?

o6 = pe [PTXE] B ps[PTX(K ), E1,

([(K*1H?
([(K*]' +Kdg)?

Fp7 =0 p7[PTX(K™)2 E]=B 7 [PTXE],

rps = & pg[PTX(Na™); E]-B ps[(Na™), E2][PTX]°,

Fpo = po[PTX(K ™) E1=P po[(K ™), E2][PTX]°,

(4.07)

(4.08)

(4.09)

(4.10)

4.11)

(4.12)

(4.13)

onde rj ¢ a taxa da reagdo J (1,...,4,pl,...,p9). a; e Bj sdo, respectivamente, as constantes

das taxas dos sentidos direto e reverso da reagdo j ¢ Kdk e Kdna sdo, respectivamente,

. . ~ + + . .
as constantes de dissociagdo de K e Na. Como foi observado que a toxina atua

principalmente sobre a desoclusdo dos ions (TOSTESON et al., 2003), Kdx e Kdna

foram consideradas independentes da presenca da PTX.

As taxas das reagdes descritas anteriormente implicam no seguinte conjunto de

equagdes diferenciais acopladas que governam as concentracdes de cada um dos

subestados conformacionais da enzima Na/K-ATPase:

d[Na; El]

— "= — I3,
dt 2P
EEH:H—Q—%—M—WU

dt

d[E2]

—— =1 Ty,

at 1 Tp2

d[(Na™), E2]

— T o1y 4T,
dt 4 p8

d[(K*),E2]

—dtz =I‘3+rp9,

(4.14)

(4.15)

(4.16)

(4.17)

(4.18)
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d[PTXE]

g et Tp2Tp3 = Tpa +Tps —Tps +Tp7, (4.19)
d[PTX(Na*), E]
dt — Fpa —Tps —Tps> (4.20)
d[PTX (K ™), E]
Ejt 2= =p6 —Fp7 —Tpos (4.21)

Supondo que a permeabilidade da membrana contendo canais i6nicos induzidos
pela PTX pode ser estimada em fun¢do da [PTXE] e da probabilidade de abertura do

~ ; + + oo .
canal nesse subestado, entdo, para os ions Na' e K" foi considerado que:

Pion = Yion[PTXE] (4.22)

onde Pijon (cm/s) é a permeabilidade do fon (Na" ou K) e yion (cm/s) é uma constante de
proporcionalidade que depende da probabilidade de abertura do canal induzido. A
concentracdo de subestados, como descrito no proximo item, ¢ adimensional. As
correntes de Na" e K' foram calculadas por meio da equacdo de Goldman-Hodgkin-

Katz (GHK) de corrente (HILLE, 1992):

ZIUanm
FZV H i RT _Ti o}
Joo = Rz, o OMLE L llonl (4.23)
RT o R 1

onde Jion (mA/cm?) é a densidade de corrente do ion (Na" ou K*), Vi (mV) o potencial
transmembranar, F a constante de Faraday (96.487 C/mmol), R é a constante universal
dos gases (8.314 mV-C/K-mmol), T a temperatura absoluta (290.160 K) e zj;n € a
valéncia do ion. [ion], em mM, representa a concentragdo do ion e os sobrescritos i € 0
indicam, respectivamente, 0os meios intra- ¢ extracelular.

A corrente total induzida pela PTX foi admitida como sendo:

Jo ()=, + I« (4.24)

total
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IV.1.4 — Implementagdo do modelo e simulagao

O sistema de equagdes foi resolvido utilizando o método das diferencas finitas
(Euller), com um incremento de tempo de 0,01 ms e erro maximo de 10", Para estimar
as constantes das taxas, os resultados das simulagdes foram ajustados a dados
experimentais em dois passos: primeiro, as constantes foram ajustadas por inspegao
visual e, segundo, um ajuste fino foi obtido usando o método do gradiente. Todas as
simulagdes foram realizadas na seqiiéncia em que sdo descritas no item Resultados. A
definicdo dessa seqiliéncia das simulagdes foi direcionada pelas condi¢des iniciais
impostas pelos experimentos correspondentes, objetivando minimizar o numero de
parametros a ser ajustado em cada processo de ajuste.

Em simulac¢des usadas para validar o modelo, o procedimento de ajuste ndo foi
aplicado e somente as condi¢des iniciais, refletindo os valores experimentais, foram
incorporadas. Essas simula¢des s3o comparadas diretamente com os dados
experimentais correspondentes.

Nas simulagdes, a concentracao de enzimas Na/K-ATPase ¢ usada para definir a
unidade de concentracdo em relagdo a qual todas as outras concentragdes foram
normalizadas. As concentracdes dos subestados E1 e E2 foram iniciadas iguais a 0,5,
enquanto que os demais subestados da enzima foram considerados com concentragdes
iniciais nulas. As concentragdes dos ligantes da bomba (Na', K e PTX) foram as
mesmas das solugdes intra- e extracelulares utilizadas nos experimentos
correspondentes. O sistema foi mantido nessas condigdes até atingir o estado
permanente. Posteriormente, o sistema estava pronto para simular a aplicagdo da PTX,
reproduzindo o protocolo experimental.

Os valores das constantes do modelo de Albers-Post foram retirados da literatura
(Tabela IV.3). Os valores das constantes de dissociagio de Na* (Kdya = 4 mM) e K*
(Kdk = 12mM) foram extraidos de HEYSE et al. (1994). A razdo entre as
permeabilidades de K e Na", Px/Pya, foi estimada por ARTIGAS e GADSBY (2004)
igual a 1,13 £+ 0,02. Portanto, nas simulagdes, yna € Yk foram consideradas iguais a

1,00 cm/s e 1,13 cm/s, respectivamente, uma vez que o importante ¢ a relagao.
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Tabela IV.3 — Valores das constantes das rea¢des do modelo de Albers-Post

Valores considerados

Reagdo Referéncia

0 Bi
1 CAMPOS e BEAUGE (1994) 1,00 x 10* s 1,00 x 1072 5!
2 HEYSE et al. (1994) 2,00 x 10> mM™s™ 8,00 x 10%s™!
3 HEYSE et al. (1994) 5,00 x 10' s™! 5,00 x 107 s
4 HEYSE et al. (1994) 1,00 x 107 5™ 5,00 x 10' s

Embora todas as reagdes incorporadas no modelo sejam reversiveis, a imposi¢ao
de um unico sentido de ocorréncia em alguns casos ¢ justificada por dois motivos: (i)
restricdes estabelecidas pela manobra experimental; (ii) redu¢ao dos graus de liberdade
das equagdes por meio do efeito resultante da reagao.

As reacoes p7 e p9 (Tabela 1V.2) estao incluidas na primeira situacao. Como em
todas as simulagdes [K+]i =0 mM, K" ndo pode se ligar a enzima na face intracelular.
Portanto, foi considerado somente a desoclusdo de K™ para a reagdo p7. Em todas as
simulagdes, [PTX]° = 0 mM quando [K'] # 0 mM. Desta forma, a ligagdo de PTX a
enzima contendo K’ ocluso nio pode acontecer, implicando que ocorre apenas a
dissociacdao da PTX para a reagdo p9.

As reagdes p3, p4, pS, p6 e p8 estdo incluidas na segunda situacao. O sentido da
reacdo adotado para cada uma dessas reacdes representa o seu efeito resultante nas
condigdes experimentais simuladas. Em outras palavras, o valor ajustado para a
constante da taxa considerada é capaz de reproduzir o efeito resultante da reagdo
reversivel. Esse procedimento ¢ razodvel uma vez que ¢ possivel inferir, a partir das
condicdes de contorno, que a taxa da reacdo em uma dire¢do sempre domina o efeito

resultante em relagdo a taxa da outra direcao.

V.2 - Resultados

IV.2.1 — Ativag&o da corrente induzida pela PTX

ARTIGAS e GADSBY (2003a) realizaram experimentos para registrar a
ativacdo da corrente induzida pela PTX enquanto as enzimas da bomba eram

. ~ . +
constantemente perfundidas com solugdes intra- e extracelulares contendo apenas Na',
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dentre os ligantes fisiologicos da bomba (Figura IV.1A — circulos). Para simular esse
experimento (Figura IV.1A — curva continua), as seguintes condi¢des iniciais foram
consideradas durante os primeiros 10 s: Vi = -20 mV, [Na'] = 150 mM; [Na']° =
160 mM, [PTX]° = [K'] = [K']° = 0 mM. Reproduzindo a manobra experimental, a
corrente foi ativada alterando a [PTX]° de 0 para 100 nM.

A) PTX

* [PTXE]
o [NajE1]
s [E1]

Figura IV.1 — Ativa¢do da corrente induzida pela PTX na presenca de Na' nas solucdes de
perfusdo das enzimas da bomba. (A) Comparacdo entre a curva experimental (circulos,
extraido de ARTIGAS e GADSBY, 2003a) e simulacdo (curva continua). O traco na
parte superior identifica o periodo de aplicacdo da PTX (100 nM). (B) Concentracdes
dos subestados da bomba durante a simulagdo. OBS: [E2] = [(Na"),E2] = 0 e, devido as
condigdes de contorno, [(K"),E2] = [PTX(K"),E] = 0. (C) Taxas das reacdes pl, p2 e
p3 (curvas continuas: indicam o sentido direto da reagdo; curvas tracejadas — sentido

reverso) e o diagrama correspondente.
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Para o ajuste realizado na Figuras IV.1, como [K']° = 0, somente seis reagdes do
modelo envolviam a PTX (reagdes pl-p5 e p8, Tabela IV.2) e, portanto, oito
parametros deveriam ser ajustados: o - Olps € Opg, Bp1 € Pp2. Entretanto, considerando
que o ion Na' ndo altera a ligagdo da PTX a bomba (HABERMANN, 1989), entdo,
admitiu-se a,1 = 0p3. Ainda de acordo com esse autor, parece ndo existir um estado
conformacional ao qual a PTX prefere se ligar e, portanto, assumiu-se oy = Olp1 € Bp1 =
Bp2. Logo, o nimero de parametros a ser ajustado foi reduzido para cinco. Além disso,
somente as reagdes pl, p2 e p3 estdo envolvidas com a ativagdo dos canais induzidos
pela PTX. A reacdo p4 representa o bloqueio de canais e as reagdes p5 e p8, que
dependem da ocorréncia da reacdo p4, causam a reativacdo de canais temporariamente
bloqueados e a dissociagdo da PTX, respectivamente. Nesse contexto, ¢ razoavel
considerar que as reacdes p4, pS e p8 estdo envolvidas com o decaimento da corrente
induzida quando a aplicacio da toxina é interrompida na presenga de Na' extracelular.
Nessa condi¢do, de acordo com os resultados experimentais de ARTIGAS e GADSBY
(2003a), o decaimento da corrente apresenta uma constante de tempo relativamente
lenta, sugerindo que essas trés reacdes devem seguir a mesma dinamica. Essa
observacgdo suporta a consideragcdo de que as reacdes p4, p5 e p8 ndo apresentam efeitos
sobre o periodo de ativagdo da corrente. Portanto, somente a,; € B,1 foram ajustadas
nessa simulagdo: oy = a2 = o3 = 1,00 x 10°mM ' s' e Bpi = Pp2= 8,80 x 10° s,

O comportamento das concentracdes dos subestados durante a simulagdo ¢
apresentado na Figura IV.1B. O aumento da [PTXE] durante a aplicagdo da PTX ¢
acompanhado pela redu¢io simultdnea de [Na'3E1] e [E1]. As taxas das rea¢des durante
a ativacdo da corrente (FiguraIV.1C) indicam que a atividade da reacdo p3 ¢ mais
proeminente, contribuindo para a formac¢do do subestado PTXE. A reagdo pl contribui
para o aumento da [PTXE] somente no inicio da aplica¢do da toxina. No decorrer da
simulagdo, com o aumento da [PTXE], a reagdo pl inverte o sentido de ocorréncia,
causando a dissociacdo da PTX. A taxa da reagdo p2 sugere que essa reacao somente

atua no sentido reverso, também representando o desligamento da PTX.

IV.2.2 — Decaimento da corrente induzida pela PTX na presenca de K*
extracelular

Investigacdes sobre o efeito do K extracelular sobre os canais induzidos pela

PTX mostraram que esse ion acelera o decaimento da corrente (ARTIGAS ¢ GADSBY,
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2003a). Para simular esse experimento (Figura IV.2), as mesmas condigdes iniciais
descritas na simulagdo da Figura IV.1 foram consideradas e a corrente induzida pela
PTX foi ativada alterando a [PTX]® de O para 100 nM. Apos atingir o estado
permanente, o decaimento da corrente foi simulado variando, simultaneamente, a

[PTX]° de 100 nM para 0, [K']° de 0 para 160 mM e a [Na']° de 160 mM para 0.

Na’

A) K’
PTX

o [PTXE]
+ [Na}E1]
s [PTX(K"),E]

[subestado]
o
(3]

0 100 200 300 PTXE
t(s)
) 2K* 2K™
6
P 107 | M
s 10 | . p6 PTX(K").E
L 107° : :;g
0100 200 300 PTX
t(s) (K'),E2

Figura IV.2 — Decaimento da corrente induzida provocado por K extracelular. (A) Comparagio
entre os dados experimentais (circulos, extraidos de ARTIGAS e GADSBY, 2003a) ¢
simulagdo (curva continua). Apds atingir o estado permanente, dadas as condigdes
iniciais e de contorno ([Na']°® = 160 mM, [Na'] = 150 mM, [PTX]° = 100 nM, [K'] =
[K']°=0 mM e V, = -20 mV), o decaimento da corrente foi simulado fazendo as
seguintes alteracdes simultaneas: [PTX]°=0nM, [Na']°=0mM e [K']° = 160 mM. (B)
Comportamento das concentragdes dos subestados PTXE, Na"3E1 e PTX(K"),E. Os
demais subestados apresentaram concentragdes menores que 0,01 durante a perfusdo

com K. (C) Taxas das reacdes p6, p7 e p9 e o diagrama esquematico correspondente.
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Durante a desativagdo da corrente induzida pela PTX, o ion K acelera mais a
dissociagio da PTX do que o ion Na" (ARTIGAS e GADSBY, 2003a). Supondo que
somente as reagdes p6, p7 e p9 estejam envolvidas no decaimento da corrente induzida
na presenga de K extracelular, apenas as constantes oy, Op7 € Ol tiveram que ser
ajustadas: o= 1,06 x 10” s, 0,7 =520 x 107 s ¢ 0po=2,15x 10757

Em relagdo as concentra¢des dos subestados da bomba, a simulagdo indica,
durante a perfusdo com K, uma redugio rapida da [PTXE], um aumento inicial seguido
por um decréscimo da [PTX(K"),E] e um aumento da [Na'3E1] (Figura IV.2B). Para as
taxas das reagdes envolvendo a PTX, pode ser deduzido da Figura IV.2C que a reacdo
p6 (que representa a oclusio de K em canais induzidos) apresenta a ativagdo mais
rapida e a taxa mais proeminente durante a perfusdo com K'. Em resposta ao aumento
da [PTX(K"),E], ocorre o aumento das taxas das reagdes p7, causando a desoclusdo do

K", e da reagdo p9, levando a dissocia¢io da PTX.

IV.2.3 — Decaimento da corrente induzida pela PTX na presenca de Na*
extracelular

Foi observado que o efeito do Na“ sobre a corrente induzida pela PTX ¢
diferente em relacdo ao do K (ARTIGAS ¢ GADSBY, 2003a), como mostrado na
Figura IV.3A (Circulos). O experimento foi realizado mantendo o potencial
transmembranar igual a -20 mV e com solucdo de perfusao intracelular livre de ATP,
ADP, P ¢ K e apresentando 150 mM de Na'. A corrente induzida pela PTX ¢ ativada
adicionando 100 nM de PTX a solugdo de perfusdo extracelular que contém 160 mM de
Na'. Apoés a ativagdo, a perfusdo com PTX ¢ interrompida e a corrente induzida decai
de forma extremamente lenta na presenca de Na' extracelular (Figura IV.3A). A
substituicio do Na’ extracelular por K acelera de forma dramatica o decaimento da
corrente induzida. Retornando para a solugdo de perfusio extracelular livre de K e com
160 mM de Na’, os autores observam que a reativagdo da corrente somente ocorre

quando a PTX ¢ reaplicada.
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Figura IV.3 — Decaimento da corrente induzida pela PTX promovido por Na' e K’

extracelulares. (A) Comparagdo entre dados experimentais (circulos, ARTIGAS e
GADSBY, 2003a) e simulag@o (curva continua). Apés atingir o regime permanente,
as seguintes alteragdes foram sustentadas durante os intervalos indicados: (i) [PTX]° =
100 nM; (ii) [PTX]° = 0 nM; (iii) [Na']°= 0 mM e [K']° = 160 mM; (iv) [Na']° = 160
mM e [K']° = 0 mM; (v) [PTX]° = 100 nM. (B) Concentra¢des dos subestados. (C)
Taxas das reagdes pl-p9 (curvas continuas: reagcdes no sentido direto; curvas

tracejadas: reagdes no sentido reverso) e o diagrama esquematico correspondente.
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Para simular esse experimento (Figura IV.3A — circulos), as seguintes condi¢des
foram mantidas durante os primeiros 10 s: Vm = -20 mV, [Na']'= 150 mM, [Na']° =
160 mM, [K']' = [K']° = [PTX]° = 0 mM. Para reproduzir a manobra experimental, as
modificagdes foram feitas na seguinte ordem: (i) a [PTX]® foi alterada de 0 para
100 nM, durante 40 s para ativar a corrente; (ii) a [PTX]® foi modificada de 100 para
0 nM, durante 800 s; (iii) a [K']° foi alterada de 0 para 160 mM, simultaneamente, a
modificagdo da [Na']° de 160 mM para 0, durante 270 s; (iv) [K']° e [Na']° foram
retornadas para 0 e 160 mM, respectivamente, durante 20 s; (v) a [PTX]° foi alterada
novamente para 100 nM. Nessa simulacdo, somente trés constantes foram ajustadas
(opsa=2,12 x 10 s'l, ops = 1,70 x 10%s'e ops = 8,80 x 10° s']), uma vez que as demais
constantes foram ajustadas nas simulagdes anteriores.

O comportamento das concentracdes dos subestados durante a simulagdo
(FiguraIV.3B) indica que a [PTXE] aumenta simultancamete a redugdo das
concentragdes de [Na3E1] e [E1], durante a aplicagio da PTX, como descrito para a
Figura IV.1. Apos a interrupgao da perfusao com PTX, a [PTXE] gradualmente reduz e
a [Na'3E1] aumenta lentamente, na presenca de Na'. A substitui¢io do Na" pelo K"
causou a aceleragio das taxas de reducio da [PTXE] e aumento da [Na'3E1]. Na
presenca de K™ extracelular, a [PTX(K"),E] sofreu um aumento inicial seguido por uma
redugdo. O retorno da perfusdo com Na' ndo apresentou efeito. Quando a PTX foi
reaplicada, a [PTXE] aumentou novamente, porém, apresentando um nivel de saturacdo
mais baixo. [PTX(Na"),E] apresentou um aumento lento durante toda simulagdo e as
concentragdes dos subestados (Na"),E2, (K'),E2 e E2 nio apresentaram alteragdes
significativas.

Para as reacgdes envolvendo a PTX, pode ser deduzido a partir da Figura IV.3C
que as taxas das reagdes pl e p3 sdo responsaveis pela ativacdo da corrente induzida
durante aplicacdo da toxina, como descrito na simulacdo da Figura IV.l1. Apds a
interrupgdo da aplicagdo da PTX, as taxas de dissociagdo das reagdes pl e p2 (sentido
reverso das duas reagdes) apresentaram a mesma dindmica, com um decréscimo lento
na presen¢a de Na' extracelular. Por outro lado, na presenga de K, essas taxas de
dissociagio reduziram drasticamente. Para as reagdes envolvendo Na', a taxa de oclusdo
desse ion no complexo PTX-bomba (reagdo p4) foi méxima durante a perfusdo da PTX
e reduziu para zero durante perfusio com K. A taxa de desoclusdo de Na' (reagdo p5) e
a taxa de dissociagio da PTX a partir do subestado PTX(Na'),E (reacio p8)

apresentaram um ativacao lenta durante toda a simulagao.
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As atividades das reagdes envolvendo K seguiram o que foi descrito para a

simulacdo descrita na Figura IV.2.

IV.2.4 — Decaimento da corrente induzida pela PTX durante trocas de
solucdes de perfusdo contendo Na* e K*

Para validar os ajustes descritos nos itens anteriores, uma manobra experimental
adicional realizada por ARTIGAS e GADSBY (2003a) foi simulada (Figura IV.4). Os
autores diferenciaram o desligamento da PTX facilitado pelo K e o fechamento de
canais promovido por esse ion. Para isso, o decaimento da corrente provocado pelo K ¢
interrompido, vérias vezes, substituindo esse ion por Na'. Na simulagio, os intervalos
correspondentes as trocas de solugdes de perfusdo seguiram o protocolo experimental e
os procedimentos para estudo da ativagdo e decaimento da corrente foram os mesmos
descritos na simulagdo da Figura IV.3.

Como apresentado na Figura IV.4A, a simulagdo reproduz a dindmica bésica do
registro experimental. Adicionalmente, a simulag@o indica que durante o intervalo que
Na" substitui K', somente as taxas das reagdes p4 e p6 sdo significantemente alteradas
(Figura IV.4C). No caso da reagdo p4, essa alteracdo ndo causou variagdes significativas
da [PTX(Na"),E]. Contudo, a alteragio da taxa da reacdo p6 claramente aumentou a

[PTXE] e reduziu a [PTX(K)E].
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Figura IV .4 — Reativacio da corrente induzida durante substituicdes breves de K™ por Na', na

solugdo extracelular de perfusdo. (A) Curvas experimental (extraida de ARTIGAS e
GADSBY, 2003a) e simulada. Apds a corrente atingir o regime permanente, com
[PTX]® =100 nM, [Na']® = 160 mM, [Na']' = 150 mM, [K']' =[K']°=0mM e Vm =
-20 mV, as seguintes alteragdes foram realizadas, de acordo com os intervalos de
tempo indicados no topo do grafico: (i) [Na']° = 160 mM e [K']° = 0 mM;
(ii) [Na']°= 0 mM e [K']° = 160 mM. (B) Concentra¢des dos subestados durante as
presencas de K e Na" extracelulares. (C) taxas das reagdes pl-p9. As taxas das ragdes

pl e p2 estdo superpostas e representam a dissociagdo da toxina.
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V.3 - Discussao

O principal objetivo desse capitulo ¢ propor um modelo de reagdes para o
complexo PTX-bomba de Na/K para simular e investigar os efeitos da PTX sobre a
bomba de Na/K e suas interagdes com Na" e K'. As reagdes seguem a mesma estrutura
do modelo de Albers-Post e foram deduzidas analisando e simulando manobras
experimentais, de ARTIGAS e GADSBY (2003a), que envolvem o registro da corrente
induzida pela PTX. Como apresentado na Figura IV.5, o modelo apresenta nove reagoes
envolvendo a PTX (pl-p9) e suas respectivas constantes foram estimadas ajustando o
modelo aos dados experimentais. Com um numero elevado de constantes para se
estimar, poderia ser esperado que varias combinacdes possiveis de valores dessas
constantes levassem a um mesmo ajuste. Porém, o procedimento usado para estimar os
parametros prevé esse fato. O grupo de experimentos para simular foi selecionado
objetivando reduzir o nimero de graus de liberdade durante o processo de ajuste.
Portanto, cada manobra experimental foi escolhida levando em consideracao a redugao
de numero de pardmetros estabelecido pelas condig¢des inicial e de contorno. Tal

procedimento permitiu obter um unico conjunto de parametros para todos os dados

experimentais.
Modelo de Albers-Post Complexo PTX-bomba
: PTXC
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Figura IV.5 — Diagrama esquematico representando o modelo de reagdes para o complexo PTX-

bomba de Na/K.
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Suportando hipdteses propostas por ARTIGAS e GADSBY (2003a, b e 2004),
as simula¢des indicam que o K" extracelular promove o bloqueio de canais induzidos
pela PTX e aumenta a taxa de dissociacdo da toxina. Além disso, as simulagdes sugerem
que Na' também atua bloqueando esses canais induzidos, de forma analoga ao K'. As
simulagdes também indicam que PTX atua interferindo sobre as constantes das taxas
das reacdes do modelo de Albers-Post, que descrevem o ciclo normal de bombeamento

16nico.

IV.3.1 — Subestados da bomba de Na/K aos quais a PTX se liga

Enquanto alguns autores concluem que a PTX favorece um estado
conformacional principal para se ligar, E1 (SCHEINER-BOBIS e SCHNEIDER, 1997)
ou E2 (WANG e HORISBERGER, 1997), HABERMANN (1989) propds que a toxina
poderia se ligar a enzimas em ambos os estados. O presente trabalho indica que a
ativagdo da corrente induzida na presenga de Na' extra- e intracelular envolve a ligagdo
de PTX a enzimas no estado conformacional principal EI, particularmente, nos
subestados E1 e Na"3E1 (Figura IV.1). Experimentos com ativacdo da corrente induzida
pela PTX na presenca de K' extracelular, na auséncia de nucleotideos, nio sdo
encontrados na literatura. Esses experimentos poderiam ser realizados e, entdo,
simulados com o modelo proposto para investigar melhor as interacdes da PTX com o

estado conformacional E2.

IV.3.2 — Influéncia do K* sobre as intera¢des entre PTX e a bomba

Em relagdo ao efeito do K sobre o decaimento da corrente induzida pela PTX
(Figura IV.3), ARTIGAS e GADSBY (2003a, b) interpretaram que o decaimento rapido
¢ causado pelo bloqueio dos canais induzidos e o decaimento lento foi associado ao
desligamento da PTX, ambos facilitados pela oclusdo do K. A simulagdio do presente
trabalho suporta essa interpretacdo. A oclusdo do K' nas enzimas ligadas a PTX
(descrita pela reagdo p6) é associada com o decaimento rapido, quando a [PTX(K"),E]
aumenta. Esse aumento é limitado pela desoclusdo do K' (descrita pela reagdo p7).
Essas duas reagdes exibiram uma dindmica temporal aproximando do equilibrio.

Contudo, a atividade acoplada da reagao p9, que causa a dissociagao da PTX, nao
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permitiu que as taxas das reagdes p6 e p7 tornassem iguais. Conseqlientemente, ocorre a
desaceleragdao do decaimento da corrente induzida, caracterizando o decaimento lento.
Como observado por ARTIGAS e GADSBY (2003a), comparando as constantes das
taxas de dissociagio da PTX a partir dos subestados PTXE e PTX(K"),E, pode ser
observado que o K" aumenta a taxa de dissociagdo da PTX.

GRELL et al. (1988) propuseram um modelo teodrico para explicar a competigdo
observada entre K™ e PTX, interferindo sobre a atividade da bomba. Nesse modelo, &
assumido que a PTX reage exclusivamente a enzimas nao ligadas & K' e vice-versa.
Similarmente, WANG e HORIBERGER (1997) consideram que a PTX ndo se liga a
enzimas ligadas a K* ou que a ligagdo é pouco provavel de acontecer. Contudo, as
simulagdes realizadas com o presente modelo (Figuras IV.2, 3 e 4) indicaram que o
subestado PTX(K"),E é essencial para descrever a dindmica da corrente induzida pela

PTX.

IV.3.3 — Influéncia do Na* sobre as interages entre PTX e a bomba

Em relagdo ao efeito do Na" sobre os canais induzidos pela PTX na auséncia de
ATP (Figura 1V.3), TOSTESON et al. (2003) observaram que a oclusio de Na'
facilitada pela oligomicina nao ¢ alterada pela PTX. Esse resultado sugere que a oclusao
e a desoclusio de Na" podem acontecer em enzimas ligadas 4 PTX. Na simulagdo, as
taxas de oclusdo e desoclusio do Na" apresentaram valores reduzidos. Contudo, apesar
da baixa ocorréncia do subestado PTX(Na"),E (=0.15), a oclusdo do Na" foi suficiente
para causar uma redu¢do do valor de regime permanente da corrente induzida durante a
reaplicacdo da PTX, como mostrado na Figura IV.3. Baseado na simulagdo, pode ser
proposto que a oclusdo de Na™ (reagdo p4), a qual contribui para o decaimento da
corrente e, de forma menos eficiente, para o desligamento posterior da PTX (reagdo p8),
também reduz o nimero de enzimas que poderiam ser transformadas em canais pela
PTX.

ARTIGAS e GADSBY (2003a, b) levantaram a hipotese de que apds a
interrupgao da aplicagdo da PTX, durante as substitui¢des breves de K" extracelular por
Na' (Figura IV.4), Na" seria responsavel pela reabertura dos canais induzidos pela PTX
que haviam sido temporariamente bloqueados pelo K'. Contudo, os resultados da

simulagio sugerem uma outra interpretagio. A substituicio do K’ pelo Na’
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impossibilita novas oclusdes de K', permitindo o aumento da [PTXE] que é causado
pela desoclusdo do K" (reagdo p7). Isso resulta na falsa impressdo de que o Na™ poderia
causar a reabertura de canais. O modelo, na verdade, sugere que o Na', assim como o

+ . . ~ r :
K", bloqueia canais (reacdo p4), porém, com afinidade menor.
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Capitulo V — Fosforilagcao e Desfosforilacao do
Complexo PTX-Bomba de Na/K

Recentemente, foi demonstrado que a enzima Na/K-ATPase pode ser fosforilada
ou desfosforilada mesmo quando a PTX permanece ligada (ARTIGAS e GADSBY,
2002, 2003a, b e 2004; TOSTESON et al., 2003; HARMEL e APELL, 2006). No
entanto, ainda existem questdes a serem respondidas sobre a cinética dos mecanismos
de fosforilagdo e desfosforilagio do complexo PTX-bomba de Na/K. Por exemplo,
enquanto TOSTESON et al. (2003) observaram uma reducdo da quantidade de enzimas
fosforiladas na presenca da PTX, ARTIGAS e GADSBY (2004) concluiram, a partir de
seus resultados experimentais, que a toxina favorece o estado fosforilado da bomba.
Nesse contexto, o objetivo do presente capitulo € propor um modelo de reagdes para
investigar como a PTX interfere sobre as fosforilacdo e desfosforilagdo da bomba de

Na/K.

V.1 - Métodos

O modelo de reacdes para a fosforilagdo e desfosforilagio do complexo PTX-
bomba de Na/K foi desenvolvido adicionando ao modelo de Albers-Post reacdes que

descrevem subestados envolvendo a PTX.

V.1.1 — Modelo de reacdes de Albers-Post

O conjunto de reagdes descrevendo transicdes entre os subestados dos dois
estados conformacionais principais do modelo de Albers-Post ¢ apresentado na Tabela
V.1. No subestado E1, o ATP pode se ligar ao sitio de alta afinidade promovendo a
transicao para o subestado ATP,E1 (reacdo 5). A fosforilacdo da enzima ¢é descrita pela
transicdo a partir do subestado ATP,E1 para o subestado PE2 (reagdo 6). Nesse
subestado, a desfosforilagdo da Na/K-ATPase pode ocorrer espontaneamente (reagao 7)
ou ATP pode se ligar ao sitio de baixa afinidade da enzima induzindo a transi¢ao para o
subestado ATP,PE2 (reagdo 8). A partir desse subestado, a desfosforilacdo da enzima

leva a transi¢do para o subestado ATP,E2 (reagdo 9), o qual pode também ser resultante
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da ligagcdo do ATP ao sitio de baixa afinidade de enzimas no subestado E2 (reagao 10).
Alternativamente, esse subestado ATPLE2 pode ser formado a partir da ligagdo de ATP
a sitios de baixa afinidade de enzimas no subestado E1 (reacdo 11). Na auséncia de
ATP, transigdes entre E1 e E2 podem ocorrer e sdo representadas pela reacao 1, como

descrito no Capitulo IV.

Tabela V.1 — Reagdes do modelo de Albers-Post e as equagdes de suas respectivas taxas.

Reagdo Taxa da reagdo
1 E2«—El n = o [E2]-B4[El]
5 ATP' + El«—> ATR,El Is = as[ ATP]'[E1] - Bs[ ATP,E]
6 ATP,El<—>PE2+ ADP! rs = ag[ ATP,E1] - B4[PE2][ADP]
7 PE2«——>P' +E2 r; = o7 [PE2]-B7[P]'[E2]
8 ATP' + PE2<—>ATR,PE2 Iy = ag[ ATP]'[PE2]— B[ ATR,PE2]
9 ATP,PE2 <> ATR,E2+ P! fo = a.g[ATP, PE2]—Bo[ATP, E2][P]'
10 ATP' + E2«—> ATP,E2 Mo = o o[ATPT [E2]-B1o[ATP,E2]
11 ATP' + El<—> ATR,E2 r; = oy [ATP]'[E1]- B, [ATP, E2]

Obs.: “a” indica que ATP esté ligada ao sitio de alta afinidade e “b”” ao de baixa afinidade.

Como ¢ objetivo desse capitulo estudar a fosforilagdo e desfosforilagdo do
complexo PTX-bomba de Na/K na auséncia de K, os subestados e reagdes envolvendo
esse ion ndo foram considerados. Similarmente a CAMPOS ¢ BEAUGE (1994) ¢
ROSSI e NORBY (1993), os fons Na" e Mg”" ndo foram explicitamente descritos nas
reacOoes e subestados. Estudos acerca dos possiveis efeitos da variagdo das
concentragdes desses ions sobre a fosforilagdo do complexo PTX-bomba de Na/K ainda

nao constam na literatura.

V.1.2 — Modelo de reacOes para a fosforilacdo e desfosforilagdo do
complexo PTX-bomba de Na/K

As reagdes propostas para modelar a agdo da PTX sobre a bomba de Na/K estao
apresentadas na Tabela V.2. Descrevendo a agdo da PTX na auséncia de ATP,

observada por ARTIGAS ¢ GADSBY (2003a, b e 2004), a reacdo pl representa a
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ligacdo da PTX a enzima no subestado El, promovendo a formag¢dao do subestado

PTXE.

Tabela V.2 — Reacdes para o complexo PTX-bomba de Na/K e as respectivas equacdes de suas

taxas.
Reacdo Taxa da reagdo
pl PTX® + El«—— PTXE Mo =0 [PTX]°[E1] =By [PTXE]
pl0  ATP' + PTXE«—>PTXATR,E Moo = O plO[ATP]i[PTXE] —Bp1o[ PTXATR,E]
pll  PTXATP,E <> PTXPE + ADP' Fpi1 = 0 p 1 [PTXATR,E]-B {[PTXPE][ADP]'
pl2  PTXPE <— PTXE * +P' Mpi2 = o p12[PTXPE] —B.m[PTXE”‘][P]i

pl3  ATP'+PTXPE<«—>PTXATR,PE Mp13 = ap13[ATP]i[PTXPE]_Bp13[PTXATpnPE]

pl4  PTXPE «—>PE2+PTX° Fp1a = 0 p1a[PTXPE]—B y14[PE2][PTX]°

pl5  PTXATRPE<——>PTX®+ATRPE2  Fpis = & pis[PTXATR,PE] B s[PTX]°[ATR,PE2]

A partir dos dados experimentais de ARTIGAS e GADSBY (2004) pode ser
observado que 1 pM de ATP reduz 70 vezes a constante de dissociacdo da PTX. Esse
valor de concentracdo de ATP ¢ suficiente para sustentar a ligacdo desse nucleotideo ao
sitio de alta afinidade na enzima Na/K-ATPase. Portanto, a fosforilagdo ocorre e pode
ser assumida como responsavel pela variacdo da constante de dissociagdo da PTX. Isso
justifica a incorporagdo das reacdes de fosforilacdo no modelo. A reacdo p10 descreve a
ligacdo de ATP aos sitios de alta afinidade, formando o subestado PTXATP,E. A
reagdo pl1 representa a fosforilagdo da PTX descrevendo a transicdo entre os
subestados PTXATP,E e PTXPE.

Em relagao a desfosforilagdo, ARTIGAS ¢ GADSBY (2004) observaram um
decaimento lento da corrente induzida pela PTX na presenga de ATP em comparagdo
aos casos em que outros nucleotideos pobremente hidrolisaveis sdo utilizados. Por essa
razdo, os autores concluiram que a fosforilacdo da enzima reduz o desligamento da
PTX. TOSTESON et al. (2003) observaram uma reduc¢do da quantidade de enzimas
fosforiladas na presenca da PTX. Ambas observacdes conduzem a incorporar no modelo
dois subestado distintos: PTXE e PTXE*. O primeiro ¢ resultante da ligagdo de PTX a
enzimas no subestado E1 (reacdo pl), como descrito acima, enquanto que o segundo, da

desfosforilagdo do complexo PTXPE (reacdo pl2). PTXE e PTXE* devem ser
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diferenciados pelas respectivas afinidades a PTX. A afinidade da enzima para PTX ¢
provavelmente maior no subestado PTXE*.

De acordo com ARTIGAS e GADSBY (2004), a constante de dissociacao da
PTX ndo altera quando a concentragdo de ATP ¢ reduzida de 5 mM para 1 uM.
Contudo, na presenca de 5 mM de ATP, a probabilidade de abertura dos canais
induzidos ¢ aumentada de seis vezes (ARTIGAS ¢ GADSBY, 2003a). Quando ATP ¢
substituido por AMPNP e ADP (nucleotideos pobremente hidrolisaveis que reproduzem
o efeito da ligacdo de ATP a sitios de baixa afinidade), a corrente induzida pela PTX
aumenta seis vezes ¢ ndo ¢ observada alteracdo da constante de dissociacdo da PTX
(ARTIGAS e¢ GADSBY, 2004). Portanto, pode ser assumido que o ATP, quando
presente em altas concentracdes, se liga a sitios de baixa afinidade da Na/K-ATPase,
mesmo quando a enzima estd fosforilada, induzindo a transicdo para o subestado
PTXATP,PE (reagdo pl13). Seguindo o esquema proposto por ARTIGAS e GADSBY
(2004) para descrever a influéncia da PTX sobre a fosforilacdo da enzima, a dissociagao
da PTX a partir dos subestados PTXPE e PTXATP,PE foi representada pelas reagdes

pl4 e pl5, respectivamente.

V.1.3 — Modelo matematico

A contribui¢do de cada reacdo do modelo para a variagdo das concentragdes dos
subestados da enzima foi calculada estimando-se a respectiva taxa, segundo as equacoes
das Tabelas V.1 e V.2. A taxa da reagdo foi admitida igual a diferenca entre a taxa do
sentido direto (proporcional a concentragdes dos reagentes) e a taxa do sentido reverso
(proporcional as concentragdes dos produtos). Em func¢ao dessas taxas, as concentragdes

dos subestados da enzima foram calculadas por meio de:

d[E1]

—— =1 —rs - =T 5.01

o 1 —f5s =T —Tp (5.01)

d[ATP, El

J—ELJ:@-% (5.02)
t

d[PE2

[dt ]=r6+rp14—r7—r8 (503)
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d[ATP, PE2]

=rg—rg+r 5.04
ot g —T9 +Tpis (5.04)
d[ATP,E2
wz r9 +r11 +r10 (505)
dt
%I r7 —rlo —rl (506)
d[PTXE
% = To0 (5.07)
d[PTXATP,E]
T (5.08)
d[PTXPE
% =Tpi1 —Tp12 —p13 —Fpi4 (5.09)
d[PTXE*]
—_ == 5.10
m p12 (5.10)
d[PTXATP, PE]
o =Tp13 = Tpis (5.11)

onderjéataxadareagdoj(j=1,5, ..., 11, pl, plo, ..., p15).

A probabilidade de abertura dos canais induzidos pela PTX ¢ modificada quando
o ATP se liga aos sitios de baixa ou de alta afinidade ou quando a enzima ¢ fosforilada
(ARTIGAS e GADSBY, 2004). Baseando-se nessas observacoes, a permeabilidade de
Na" através desses canais foi estimada em termos da concentragiio e da probabilidade de
abertura de cada um dos subestados do complexo PTX-Na/K-ATPase que representa

canal induzido:

P " = yNa - (Poi[PTXE]+ Pyy[PTXATP, E]+ Py3[PTXPE]+ Py [PTXE ]+
+ Pys[PTXATR, PE])

(5.12)

onde yna € uma constante de proporcionalidade e Py (j = 1....,5) sdo coeficientes que
traduzem a probabilidade de abertura dos canais nos subestados correspondentes.

A corrente de Na™ induzida pela PTX, Jya, foi calculada pela equagio de

corrente de GHK (HILLE, 1992):
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ZNaFVi
5 - “NaTVm
_pPTx,2 F'Vm [Na]'e RT —[Na]°
a Na Na RT ZNaFVm
e RT 1

N (5.13)

V.1.4 — Métodos e parametros do modelo

O sistema de equagdes diferenciais de primeira ordem (Equagdes 5.01-5.11) foi
resolvido usando-se o método das diferencas finitas. O incremento de tempo foi 0,01 ms
e 0 erro méaximo tolerado foi 10, Para estimar os valores das constantes, as curvas
simuladas foram ajustadas aos dados experimentais em dois passos: primeiro, as
constantes foram ajustadas por inspecao visual e, segundo, um ajuste fino foi realizado
utilizando o método do gradiente. Na simulagdo utilizada para validacdo dos ajustes, o
processo de ajuste ndo foi aplicado. Nesse caso, somente as condi¢des experimentais
foram representadas no modelo e os resultados experimentais foram usados apenas para
comparacao.

A concentracdo de enzimas Na/K-ATPase usada nas simulagdes foi considerada
igual a uma unidade de concentra¢do. Portanto, todas as outras concentragdes de
subestados foram normalizadas. Em todas as simulag¢des, as concentragdes dos
subestados E1 e E2 foram iniciadas com valores iguais a 0,5, enquanto os demais
subestados foram admitidos com concentragdes iniciais nulas. Para os ligantes da
bomba (Na’, ATP, ADP, P e PTX), os valores das concentracdes foram iguais aos das
solucdes de perfusdo intra- e extracelular utilizadas nos experimentos correspondentes.
Apos o sistema atingir o equilibrio sob essas condicdes, as aplicagdes de PTX foram
simuladas alterando as concentracdes da toxina de acordo com o protocolo
experimental.

As constantes das taxas das reacdes do modelo de Albers-Post foram extraidas
da literatura (Tabela V.3). Todas os valores dessas constantes se referem a células de
rim de diferentes espécies animais, principalmente de porco. As reacdes do modelo de
Albers-Post, descrevendo a cinética da bomba ndo-modificada, foram usadas em todas

as simulagdes apresentadas neste capitulo.
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Tabela 3 — Constantes das rea¢des do modelo de Albers-Post

Valores das constantes

Reacdo Referéncia B
0 !
1 CAMPOS ¢ BEAUGE (1994) 1,00 x 10 s™ 1,00 x 102 s
5 HEYSE et al. (1994) 1,50 x 10* mM™ s 1,64 s
6 CAMPOS e BEAUGE (1994) e 1,99 x 10° s™! 1,00 mM ™5™
HEYSE et al. (1994)
7 CAMPOS e BEAUGE (1994) 1,90 s 6,00 x 10' mM™.s™
8 Consideradas iguais as constantes 1,60 x 10’ mM™.s” 1,60 x 10> 5™
da reagdo 10
9 Consideradas iguais as constantes 1,90 s 6,00 x 10' mM™.s™
da reacdo 7
10  CAMPOS e BEAUGE (1994) 1,60 x 10° mM™.s™! 1,60 x 107 s™
11 By, foi assumida igual a By 1,60 x 10" mM"s’ 1,60 x 10*s™
Seguindo o  principio da
reversibilidade microscopica:
o = M
Brooy

No modelo proposto, o decaimento da corrente induzida na auséncia de ATP ¢
descrito somente pelo sentido reverso da reacao pl. ARTIGAS ¢ GADSBY (2003a)
observaram uma constante de tempo t = 1671 + 369 s para o decaimento da corrente
induzida pela PTX na auséncia de ATP e K". Portanto, a constante Bp1 foi considerada
igual a 1/t =5,98 x 10*s™. A constante o1 foi considerada igual a 1,00 x 10° mM s,
Para a reagdo p10, com o objetivo de reduzir o nimero de graus de liberdade do modelo
e baseado nas observagdes de que PTX interfere principalmente sobre a fosforilagdo e a
desfosforilagdo da enzima (ARTIGAS e GADSBY, 2004), apio € PBpio foram
consideradas iguais, respectivamente, a o5 € 3s da reagdo 5, a qual descreve a ligacao de
ATP a sitios de alta afinidade de enzimas ndo-modificadas no subestado EI. As
constantes das outras reagdes envolvendo a PTX foram ajustadas durante as simulagdes
de experimentos retirados da literatura (descritas no proéximo subitem). Em todas as
simulagdes, Py, Pos e Pos (da Equagdo 5.12) foram iguais a 0,15, 0,24 ¢ 0,90,
respectivamente, representando os valores da probabilidade de abertura dos canais

induzidos medidos por ARTIGAS e GADSBY (2004). Os valores de Py, e P,4 foram
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ajustados durante as simulagdes. A constante yna foi considerada igual a 1,00 cm/s

(como descrito no Capitulo IV).

V.2 - Resultados

V.2.1 — Efeito da PTX sobre a fosforilagdo da enzima Na/K-ATPase

Investigando o efeito da PTX sobre a fosforilagio da Na/K-ATPase,
TOSTESON et al. (2003) observaram que a quantidade de enzimas fosforiladas ¢é
reduzida quando expostas a PTX. Esse fato sugere que a ligacdo da PTX bloqueia a
ligagdo de ATP a sitios de alta afinidade ou estimula a liberagdo de P ou ambos. Como
nesse experimento a [ATP]' foi muito baixa (10 uM), a ligacao de ATP a sitios de baixa
afinidade é pouco provavel segundo CAMPOS e BEAUGE (1994). Adicionalmente,
antes da aplicagdo do ATP, quando Kdprx=Bpi/op =0,598 1M (ARTIGAS e
GADSBY, 2004) e com [PTX]® =5 uM, praticamente todas as enzimas devem ocupar o
subestado PTXE. Portanto, no modelo de reagdes proposto, a interferéncia da PTX
sobre a quantidade de enzimas fosforiladas apds a aplicagdo do ATP, sob essas
condicdes, ¢ descrita pelas reagdes pl0, pl1 e pl2. As reacdes pl0 e pll causam a
fosforilagdo do complexo PTX-bomba de Na/K e p12 causa a desfosforilacao.

Desse modo, as reagdes pl, pl0-p12, associadas com as reagdes da bomba nao-
modificada (reagdes 1 e 5-11; Tabela V.1), foram usadas para simular a manobra
experimental. As seguintes condigdes iniciais foram consideradas: [PTX]°=35 uM e
[ATP] = [ADP] = [P] = 0 mM. Apos o sistema atingir o estado de equilibrio, a [ATP]
foi alterada para 10 uM. Como as constantes das reacdes pl e p10 foram previamente
estimados (item Métodos e parametros do modelo), durante essa simulacdo, somente as
constantes a1 (Gp11 = 6,67 57) € Op12 (012 = 1,45 x 107 s")  foram ajustadas. Os
valores nulos de [ADP]i e [P]i impossibilitam ajustar as constantes Bpi1 € Bpi2 nessa
simulagdo. A concentracdo total de enzima fosforiladas ([PE2]+[PTXPE]) durante a
simulagdo ¢ apresentada na Figura V.1A (curva sélida) e pode ser comparada com os
dados experimentais (circulos) de TOSTESON et al. (2003). Antes da aplica¢do do
ATP, por meio da reagdo pl, a PTX causa a reducdo da [E1] para ~0 e o aumento da

[PTXE] para ~1. Analisando o comportamento dos subestados (Figura V.1B), pode ser
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observado que o ATP causa a fosforilagdo do complexo PTX-Na/K-ATPase, por meio
das reacdes pl0 e pll. A reagdo pl0 representa a ligacdo do ATP aos sitios de alta
afinidade e a reagdo p11 a fosforilagdo da enzima. Por outro lado, a desfosforilagdo que

resulta no subestado PTXE* reduz a [PTXPE].

A)

—

[enzimas fosf.]
o
(3}

0 . . : : :
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B)
1
)
B * [PTXE]
7 05 o [PTXEY]
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0
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10°
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>
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Figura V.1 — Efeito da PTX sobre a fosforilacdo da bomba de Na/K. (A) Comparagdo entre os
dados experimentais (circulos) extraidos de TOSTESON et al. (2003) e a simulagio
(curva continua). Apos atingir o estado permanente, com [PTX]° = 5 uM e [ATP] =
[ADP]' = [P]' = 0 mM, a manobra experimental foi reproduzida variando a [ATP]
para 10 uM. (B) Comportamento das concentragdes dos subestados durante a

simulagdo. (C) Taxas das reagdes pl e plO-pl2 e um diagrama esquematico

representado essas reagdes.

TOSTESON et al. (2003) também realizaram experimentos em que a PTX
somente ¢ adicionada apos a fosforilacdo das enzimas Na/K-ATPase por hidrolise de

ATP (Figura V.2A — circulos). Nesses experimentos, as enzimas sdo continuamente
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incubadas com ATP, mesmo apds a adi¢ao da PTX. Os autores observaram que nessas

condi¢cdes experimentais a PTX também reduz a quantidade de enzimas fosforiladas.
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Figura V.2 — Efeito da aplica¢ao da PTX sobre enzimas fosforiladas previamente pela adigdo de
ATP. (A) Comparagdo entre dados experimentais (circulos, extraidos de TOSTESON et
al., 2003) e simulagéo (curva continua). Apos atingir o estado permanente, com [PTX]°
= [ADP] = [P] = 0 mM e [ATP] = 10 uM, a manobra experimental foi representada
alterando a [PTX]® para 5 uM, no instante indicado pela seta. (B) Comportamentos das
concentracdes dos subestados. (C) Taxas das reagdes pl2 e pl4 e, na parte inferior, o

diagrama esquematico representando essas reagdes.

Durante esses experimentos, antes da aplicacdo da PTX, quase todas as enzimas
estdo no subestado PE2, devido a [ATP] = 10 uM (HEYSE et al., 1993; CAMPOS ¢
BEAUGE, 1994). Portanto, baseado no modelo de reagdes proposto, pode-se supor que

a ligacdo da PTX a enzimas nesse subestado (reagdo p14) indiretamente contribui para a
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redu¢do do nivel de enzimas fosforiladas, favorecendo a atuagcdo da reagdo pl2.
Considerando a reagdo p14 juntamente com as reagdes pl, pl0-p12, 1 e 5-11, a manobra
experimental foi simulada com as seguintes condigdes iniciais: [ATP]' =10 uM e
[PTX]® = [P]' = [ADP]' = 0 mM. Ap6s atingir o estado permanente, quando o nivel de
enzimas fosforiladas chega a saturagio, a [PTX]° foi alterada de 0 para 5 uM. Como as
constantes das reacdes pl e plO-pl2 foram estimadas anteriormente, para essa
simulagdo  somente as  constantes  Opi4 (O = 5,00 x 107 e Bpi4
(Bpia=1,23 x 10> mM's™") foram ajustadas. Na Figura V.2A, a concentragio de
enzimas fosforiladas ([PE2]+[PTXPE]) ¢ comparada com os dados experimentais de
TOSTESON et al.(2003). As concentra¢des dos subestados PE2, PTXPE e PTXE* ¢ as
taxas das reagdes sao apresentadas nas Figuras V.2B e C, nas quais nota-se que a
atuacdo da reacdo p14 causando a ligagdo da PTX ao subestado PE2 leva ao aumento da
[PTXPE], simultanecamente a reducao da [PE2]. A atividade da reagdo p12, por sua vez,
reduz a [PTXPE] e aumenta a [PTXE*], contribuindo para a desfosforilacdo das
enzimas. Como a [E1] foi aproximadamente nula durante a simulacdo, as reagdes pl,

pl0 e pl1 ndo apresentaram taxas com valores significativos.

V.2.2 — Aumento promovido pelo ATP da corrente induzida pela PTX

ARTIGAS e GADSBY (2003a) reportaram que mesmo apos a corrente induzida
pela PTX ter atingindo o estado permanente na auséncia do ATP, a aplicagdo desse
nucleotideo pode aumentar a corrente em cerca de seis vezes. A simulagdao desse
experimento esta apresentada na Figura V.3. Primeiramente, para reproduzir a manobra
experimental (Figura V.3A), o potencial transmembranar foi mantido igual a 20 mV e
foram utilizados os seguintes valores para as concentragdes intra- e extracelulares dos
ligantes da bomba: [Na']° = 160 mM, [PTX]° = 100 nM, [Na'] = 150 mM e
[P]'=[ADP]'=0 mM. Mantendo a [ATP]' = 0 mM, a corrente foi ativada até a
saturagdo (nivel correspondente ao zero na Figura V.3A). Posteriormente, a

concentragdo de ATP foi aumentada, seguindo o mesmo protocolo experimental.
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Figura V.3 — Aumento provocado pelo ATP da corrente induzida pela PTX. (A) Comparagio
entre dados experimentais (circulos, extraidos de ARTIGAS ¢ GADSBY (2004)) e
simulagdes (curvas: continua e tracejada). A curva tracejada corresponde ao melhor
ajuste sem considerar as reagdes p8-pl0. A corrente foi ativada usando as seguintes
condigdes iniciais: [PTX]° = 100 nM, [ATP] = [ADP]'=[P]'=0mM e V,, = -20 mV.
Apds a saturagdo da corrente induzida pela PTX, a concentragdo de ATP foi
aumentada de acordo com a indicagdo das setas. A corrente nula corresponde a
saturagdo antes da aplicagdo do ATP. (B) Concentracdes dos subestados durante a
simulacdo. (C) Taxas das reagdes p10-p14 e pl6-p18. Os trechos de curva tracejados
da taxa da reagdo pl6 indicam o sentido reverso da reacdo. (D) Comparacdo entre
simulacdo (linha continua) e dados experimentais (circulos, extraidos de ARTIGAS e

GADSBY, 2003a) para a curva dose-resposta da corrente em fungio da [ATP]'.

Como as enzimas Na/K-ATPase foram perfundidas previamente com PTX,

praticamente todos os canais induzidos encontravam-se no subestado PTXE,
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caracterizando a condicao inicial para a aplicagdo do ATP. A partir dos valores das
concentragdes de ATP utilizadas, a analise das reacdes do modelo permite concluir que
podem ocorrer transi¢des desse subestado PTXE para PTXPE (reagdes pl0 e pll) e
PTXE* (reagdo pl2). O ATP também pode se ligar aos sitios de baixa afinidade
induzindo transigdes para o subestado PTXATP,PE (envolvendo a reagao p13).
Tomando as reagdes pl e pl0-pl4 juntamente com as reagdes 1 e 5-11, a
dindmica da corrente induzida pela PTX nao pdde ser reproduzida pela simulagdo, como
apresentado na Figura 3A (linha tracejada). Nessa simulagdo, somente foram ajustados
0s parametros 0,13 € Bp13, da reagdo pl3, e Py, e Pos que representam as probabilidades
de abertura dos canais correspondentes aos subestados PTXATP,E, ¢ PTXE*,
respectivamente. As outras constantes foram ajustadas previamente. Uma inspecao
cuidadosa das reagdes que estariam envolvidas no experimento e permitiriam simular o
registro, sem modificar os parametros estimados para as reacdes pl, pl0-pl2 e pl4,
indica a necessidade de novas reagdes envolvendo a PTX (Tabela V.4). Primeiramente,
como o subestado PTXE* ¢ o mais provavel nessa simulagdo, ¢ razoavel suspeitar que
exista a ligacdo de ATP a sitios de baixa afinidade de enzimas nesse subestado, levando
a formagao do subestado PTXATPLE* (reacdo p16). Esse subestado também poderia ser
formado quando a enzima no subestado PTXATP,PE ¢ desfosforilada (reagdo pl17).
Durante o periodo em que [ATP] = 0 mM, apdés a aplicacdo do maior valor de
concentragdo desse nucleotideo (10 mM), o decaimento lento da corrente induzida pode
estar associado com transi¢des a partir do subestado PTXE* para o subestado PTXE,

descritas pela reagao p18.

Tabela V.4 — Reagdes propostas para o modelo do complexo PTX-bomba para descrever o

aumento provocado pelo ATP da corrente induzida pela toxina.

Reagdo Taxa da reagao

pl6  ATP' + PTXE*<—>PTXATRE*  Tpig = 0tpigl ATPI[PTXE*]— B oy [PTXATRE*]
pl7  PTXATRPE<—>PTXATRE*+P'  rpi7 =0t pi7[PTXATR,PE]—B 17 [PTXATR, E*][P]

pl8  PTXE *«—> PTXE Ipig = 0 p1g[PTXE*] =P g [PTXE*]

Incorporando as reagdes pl6-pl8 (cujas equagdes das taxas estdo na Tabela
V.4), as equagdes para o calculo das concentracdes dos subestados PTXATP,PE

(Equacdo 5.11), PTX (Equagdo 5.7) e PTXE* (Equacdo 5.10) sofreram modificagdes e
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foi necessario introduzir uma nova equagdo para descrever a taxa de variacdo da

concentracdo do subestado PTXATP,E*:

d[PTXE]

. o1 +Tp18 —I'p1o (5.14)
@erlz—rpm—rpls (5.15)
d[PTX,thPb PE] — P13 ~Fp1s —Tp17 (5.16)
d[PTxgtTPbE*] = 16 + 17 (5.17)

A equagdo para a permeabilidade dos canais induzidos pela PTX para Na'
(Equagdao 5.12) também foi modificada para descrever o efeito do subestado

PTXATPLE* sobre a corrente induzida pela toxina:

PITX =y Na - (Poi [PTXE] + Py [PTXATP, E]+ Py3[PTXPE] + Pyy [PTXE*] +
+ Pos[PTXATR, PE]+ Pog[PTXATR, E*])

(5.18)

Como a desfosforilagio da enzima na presenca de Na' ndo parece ser alterada
pela ligagio de ATP a sitios de baixa afinidade (CAMPOS e¢ BEAUGE, 1994), a
constante a7, da reacdo pl7, foi admitida igual a o120 (ap17 = 1,45 x 102 s']). A reagdo
de ATP com o sitio de baixa afinidade pode apresentar a mesma cinética para
subestados diferentes (CAMPOS e BEAUGE, 1994; ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004),
indicando que as reagdes p13 e pl6 podem apresentar constantes iguais: Olp13 = Opis €
Bpiz = Ppie. Para reduzir os graus de liberdade, a reagdo p18 foi suposta apresentando
somente um sentido de ocorréncia (representando o efeito liquido da reagdo). Em outras
palavras, o valor ajustado para a constante dessa reacdo ¢ capaz de reproduzir o efeito
resultante dos sentidos direto e reverso da reagdo. Essa aproximacdo € razodvel se ¢
possivel inferir a partir das condigdes de contorno que a taxa da reacdo apresenta um
sentido sempre dominante em relagdo ao outro.

Portanto, utilizando-se as reacdes pl, pl0-p14 e pl6-p18 e as reagdes 1, 5-11, os
parametros das reagdes pl3 (opi3=1,33 mM's! e Bpiz=4,00 x 107 s_l), plé
(op1e = 1,33 mM's! e Bpis= 4,00 x 10 s'l) e pl8 (opig = 3,42 x 1074 s_l) puderam ser
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ajustados de modo a simular a dindmica da corrente induzida pela PTX observada na
manobra experimental (Figura 3A — curva continua). A probabilidade de abertura dos
canais induzidos pela PTX nos subestados PTXATP,E, PTXE* e PTXATP,E* foram
estimadas iguais a P,y = 0,24, Py = 0,24 ¢ Pys = 0,90, respectivamente. Para validar o
ajuste de parametros anterior, os valores determinados pelo processo de ajuste foram
usados para simular a curva de dose-resposta do aumento da corrente em fun¢do da
[ATP]' (Figura V.3D).

As concentragdes dos subestados e as taxas das reagdes envolvidas estdo
apresentadas nas Figuras V.3B e V.3C, respectivamente. Inicialmente, na auséncia de
ATP, quase todas as enzimas estavam no subestado PTXE ([PTXE] =~ 0,85) e El
([E1] = 0,24). A perfusdo com valores reduzidos da [ATP]' (da ordem de 1 uM) causou
transicdes para os subestados PTXPE e PTXE* por meio das reagdes pl0-p12, as quais
apresentaram taxas correspondentes aquelas da simulagdo da Figura V.1. O ATP
também induziu o aumento da [PE2], devido a fosforilacdo das enzimas que estavam no
subestado El (reagdes 5 e 6), que contribuiu para o aumento da [PTXPE], como
indicado pelo aumento transiente da taxa da reacdo pl4. Subseqiientemente, a reagao
pl2 causou a desfosforilacdo resultando na reducdo da [PTXPE] e no aumento da
[PTXE*]. Para concentracdes de ATP mais elevadas, os sitios de baixa afinidade
passaram a ser ocupados progressivamente por esse nucleotideo (por meio da reacdo
pl16) e ocorreu o aumento da [PTXATP,E*]. Como caracterizado na Figura V.3C, para
a reacdo p16, descrevendo transi¢des para o subestado PTXATPLE*, existe um aumento
progressivo do pico maximo das espiculas da taxa da rea¢do associado com o aumento
da [ATP]. Por outro lado, a 4rea abaixo de cada espicula apresenta uma reducao
também progressiva. Esse comportamento indica que a reagdo atinge o equilibrio mais
rapido para concentragdes de ATP maiores. Quando a [ATP]i ¢ anulada, apos o nivel
maximo de aplica¢do (10 mM), a dissociacdo de ATP ¢ predominante e, rapidamente,
quase todas as enzimas retornam para o subestado PTXE*, como mostra a taxa do
sentido reverso da reacdo pl6 (Figura V.3C). Uma vez nesse subestado, a enzima
lentamente muda para o subestado PTXE, de acordo com a taxa da reagdao pl8. O
subestado PTXATP,PE, resultante da ligacdo de ATP a sitios de baixa afinidade de
reacdes no subestado PTXPE2, apresenta pequenos valores de concentragdo durante a
simulagdo por causa da atuagdo da reagdo pl7, que promove a desfosforilagdo das

enzimas nesse subestado e forma o subestado PTXATP,E*.
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V.2.3 — Ativagéo da corrente induzida pela PTX na presenca de ATP

Quando a membrana celular ¢ perfundida com solucdes intra- e extracelular
contendo Na" e intracelular contendo ATP, uma corrente induzida mensuravel ¢ ativada
mesmo quando a [PTX]° é da ordem de 10 pM (ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004). A
comparagdo entre os dados experimentais e a simulagdo ¢ apresentada na Figura V.4A.
A simulacao foi realizada mantendo o potencial transmembranar igual a —20 mV e
considerando as seguintes concentracdes dos ligantes da bomba: [Na']® = 160 mM,
[Na']' = 150 mM, [ATP]' = 5 mM e [ADP] = [P]' = 0. Como no experimento as
enzimas foram previamente perfundidas com solucdo contendo 5 mM de ATP, a
condig¢do inicial para aplicacdo da PTX foi caracterizada por quase todas as enzimas no
subestado ATP,PE2. Para induzir a corrente através dos canais, a [PTX]° foi aumentada
reproduzindo a manobra experimental (Figura V.4A). Como ATP,PE2 ¢ o subestado
mais provavel antes da aplica¢do da PTX, ¢ razoavel assumir a formacao do subestado
PTXATP,PE (reagdo pl5), o qual pode ser desfosforilado resultando no subestado
PTXATPyE* (reagao p17). Para a simulacao apresentada na Figura V.3 (item anterior),
esse ¢ o principal subestado responsavel pela corrente induzida pela PTX, quando a
[ATP] ¢ maior do 5 mM. Contudo, se a dissociacdo da PTX ndo ¢ assumida para o
subestado PTXATP,E* (Tabela V.5; reagdo p19), os niveis diferentes de saturacdo da
corrente induzida em dependéncia da [PTX]® (Figura V.4) nunca seriam possiveis. Sem
a dissociacdo da PTX, com [ATP] = 5 mM, a aplicacdo da toxina, mesmo para os
menores valores de concentragdo, resultaria num aumento progressivo da
[PTXATP,E*], até esse subestado tornar-se o unico possivel. Todas as enzimas nesse
subestado causariam a saturacdo maxima da corrente induzida, independentemente do

valor da [PTX]. Somente a taxa de ativacdo da corrente variaria em func¢ao da [PTX].
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Figura V.4 — Ativagdo da corrente induzida pela PTX na presenca de ATP intracelular. (A)

Comparagdo entre dados experimentais (circulos; extraidos de ARTIGAS e
GADSBY, 2004) e simulagdes (curva pontilhada e continua). A curva tracejada
corresponde ao melhor ajuste obtido sem considerar as reagdes 12, 13, p19 e p20.
Ap0s o sistema atingir o estado permanente com [PTX]° = 0 nM, [ATP] = 5 mM,
[Na']° =160 mM, [Na'] = 150 mM, [ADP] = [P =0 mM e V,,=-20 mV, a [PTX]°
foi aumentada como indicado na parte superior. (B) Concentragdes dos subestados.
(C) taxas das reagoes 12, pl5, pl7, p19 e p20. (D) Comparagdo entre simulagio
(curvas continua e tracejada) e experimento (circulos; extraido de ARTIGAS e
GADSBY, 2004) para as curvas dose-resposta da taxa de ativagdo (1/1) e valor de

regime permanente (Jy,) da corrente induzida em fungéo da [PTX]".

Tabela V.5 — Reagdes propostas para descrever a ativagdo da corrente induzida pela PTX na

presenga de ATP.

Reacdo

Taxa da reacdo

12 ATRPE2«—>ATR,PEI
13 ATRPEl«<——El+ATP' +P'
pl9 PTXATRE *«—>PTX°+ ATR,E2

p20  PTXC + ATRPEl«—>PTXATRPE

o = o[ ATRPE2] - B[ ATR,PEI]
I3 = o3[ ATRPEI] - By [E1J[ATP] [P]
rp19 =qQ p19[PTXATPb E*]- ﬁplg[PTX ]O[ATPbE2]

o2 = @poo[PTX I°[ATR,PEI1]-B p20[ PTXATR,PE]
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A adigdo da reacdo pl9 leva a reformulacdo das equagdes para o calculo das
[PTXATP,E*] e [ATP,E2], exigindo a incorporagdo da sua taxa (descrita na
Tabela V.5):

d[PTXATR,E"]
at b = rp16 + rp17 - rp19 (519)
ATR,E2
%Z g +ho+1 + rp19 (520)

O melhor ajuste para a simula¢do (Figura V.4A — curvas tracejadas) foi obtido
ajustando-se as constantes das reagdes pl5 (015 € Bpis) € pl9 (ap19). Analogamente a
reacdo pl8, a reacdo p19 foi suposta como tendo somente um sentido de ocorréncia para
reduzir os graus de liberdade. As constantes das outras reagdes pl, pl0-pl4 e pl6-pl8
foram estimadas como descrito anteriormente. Uma vez ajustadas as constantes, o
modelo foi usado para reproduzir as curvas dose-resposta para a taxa de ativacdo e do
regime permanente da corrente induzida (Figura V.4D; curvas tracejadas). Analisando a
simulacdo, nota-se que a afinidade aparente da PTX e a taxa de ativacdo sdo ambas
maiores do que é observado experimentalmente. A reducdo de a5, da reagdo pl5, pode
corresponder a uma reducgdo da taxa de ativagdo da corrente induzida. Mas, por outro
lado, para [PTX]° menores que 1 mM, essa taxa de ativagdo seria muito pequena quando
comparada com a observacdo experimental. Essas observacdes levam a supor a
existéncia de um outro subestado para a bomba ndo-modificada, o qual teria alta
afinidade a PTX, permitindo uma réapida ligacdo da toxina. Contudo, esse subestado
deveria contribuir para a ativacdo da corrente induzida somente para valores reduzidos
da [PTX]°. Como essa simulagdo é correspondente a experimentos onde as enzimas sdo
perfundidas com concentracdes de ATP intracelulares elevadas, ¢ razoavel considerar
esse subestado fosforilado e com ATP ocupando o sitio de baixa afinidade. Todos esses
aspectos levam a propor o subestado ATP,PEl, o qual deveria ser resultante da
transicdo espontanea a partir do subestado ATP,PE2 (Tabela V.5; reagdo 12) e também
poderia suportar a transi¢do para o subestado El, permitindo a liberagdo de ATP ¢ P
(Tabela V.5; ragao 13). Considerando o efeito desse novo subestado sobre a corrente
induzida, a reacdo p20 também foi proposta (Tabela V.5). Essa rea¢do descreve a

ligacdo de PTX ao subestado ATP,PEl e causa a transi¢do para o subestado
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PTXATP,PE. Finalmente, as equacdes para as taxas das concentracdes devem ser

modificadas:

@zn—@—rn—rpﬁm (5.21)
t

%z Iy — Ty + 15 —Tia (5.22)

d[PTthTPb =l Fp13 = Fp1s = Fp17 +Tp2o (5.23)

% =h2 =3 =20 (5.24)

Ajustando-se os parametros das reacdes 12 (a2 = 6,67 x 107 s'l), 13 (a3 =
1,35 x 107! s'l), pl5 (Bpis = 1,20 x 10° mM's! e Op1s = Bp15Pp13Pp1actiz/opi3apiaPiz =
7,33 x 10* s, p19 (apro = 1,5 x 10* s1) e p20 (ap20 = 2,16 x 10° mM's™), agora é
possivel reproduzir a ativagdo da corrente em func¢do da [PTX]° (Figura V.4A; curva
continua) e, também, as curvas dose-resposta da taxa de ativacdo e do regime
permanente da corrente induzida (Figura V.4D). Para reduzir os graus de liberdade, as
reacdes 12, 13 e p20, analogamente as reagdes pl8 e p19, foram supostas apresentando
apenas um sentido de ocorréncia (o sentido que representa o efeito liquido da reagdo). A
semelhanca entre as curvas simulada e experimental valida o processo de ajuste
(Figuras V.4A e D). A simulagdo também permite prever e analisar as variacdes de
concentragdo dos subestados mais provaveis (Figura V.4B) e as taxas das reagdes
(Figura V.4C). Quando a [PTX]° aumenta, existe um aumento progressivo da
[PTXATP,E*] simultaneamente a reducdo das [ATP,PE2] ¢ [ATP,PE1]. Para [PTX]’
na ordem de 10 pM, a ocorréncia seqiiencial das reacdes 12, p20 e pl7 constitui a
principal causa do decréscimo da [ATP,PE2] e aumento da [PTXATP,E*]. Quando a
[PTX]° é alterada para 1 nM, a [ATP,PE2] é reduzida rapidamente por causa da
atividade da reagdo pl5 e, conseqiientemente, ocorre a reducdo da atividade da reacdo
pl7, resultando no aumento transiente da [PTXATP,PE]. Portanto, [ATP,PE1] reduz
para ~0 em resposta a atuacdo das reacdes 13 e p20. Nesse sentido, a principal
contribuicdo para o aumento da [PTXATP,E*] (portanto para a ativagao da corrente

induzida) ¢ resultante das atividades subseqiientes das reacdes pl5 e p17 para esse nivel
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de [PTX]°. Durante toda a simulagdo, a atividade da reagdo pl19 é responsavel pela
dissociacdo da PTX a partir do subestado PTXATP,E* e pelos diferentes niveis de

corrente de regime permanente em fungdo da [PTX]°.

V.3 - Discussao

O principal objetivo do presente capitulo ¢ propor um modelo de reagdes para o
complexo PTX-bomba de Na/K para simular e contribuir para a elucidagao do efeito da
PTX sobre a fosforilagdo e desfosforilacdo da Na/K-ATPase. As reagdes seguem a
mesma estrutura do modelo de Albers-Post e foram deduzidas analisando e simulando
experimentos de ARTIGAS e GADSBY (2003a ¢ 2004) ¢ TOSTESON et al. (2003).
Suportando hipoteses propostas por ARTIGAS ¢ GADSBY (2004), as simulagdes
sugerem: (i) PTX reduz a taxa de desfosforilacdo da Na/K-ATPase; (i1) a ligacdo de
ATP a sitios de baixa afinidade aumenta a probabilidade de abertura dos canais
induzidos; (iii) a fosforilagdo da Na/K-ATPase aumenta afinidade da PTX. Além disso,
as simulagdes computacionais sugerem: (i) a fosforilagdo aumenta a probabilidade de
abertura dos canais induzidos; (ii) PTX reduz a taxa de fosforilagdo da Na/K-ATPase;
(ii1) PTX pode causar mudangas conformacionais levando a subestados que ndo podem
ser fosforilados; (iv) PTX pode se ligar a enzimas em ambos os subestados dos estados
principais E1 e E2 e a sua maior afinidade ocorre para o subestado que permanece
fosforilada e com ATP ligado a sitios de baixa afinidade.

ARTIGAS e GADSBY (2004) concluiram a partir de suas investigagdes que o
complexo PTX-bomba pode também ser fosforilado por meio da hidrdlise de ATP. As
simulagdes apresentadas nas Figura V.1 e V.3 suportam essa hipotese e, além disso,
indicam que a reagdo que descreve a fosforilagdo do complexo pode apresentar estrutura
similar a daquela do modelo de Albers-Post. Contudo, a PTX parece interferir reduzindo
a taxa de fosforilagdo (cerca de 30 vezes: as/0p11 =~ 30). Essa redugdo da taxa de
fosforilacdo pode estar associada com o fato de que a toxina sustenta a abertura
simultanea das duas portas intra- e extracelular da bomba durante periodos de tempo
relativamente longos. De acordo com o modelo de Albers-Post, a abertura da porta
extracelular ¢ uma caracteristica basica do estado conformacional principal E2, no qual
a bomba nao pode receber o y-fosfato do ATP (HOBBS et al, 1980; CAMPOS e
BEAUGE, 1994; SCHEINER-BOBIS, 1997; HORISBERGER, 20004). Portanto,
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apesar do fato de que a porta intracelular est4 aberta ¢ Na" ¢ ATP podem se ligar a seus
respectivos sitios na face intracelular, ¢ razoavel esperar uma reducdo da fosforilacao.

HARMEL e APELL (2006) investigaram a influéncia da PTX sobre a
fosforilacdo da bomba de Na/K detectando o movimento de ions através da bomba por
meio de um indicador. A adi¢ao de PTX (100 nM) apos a incubagao das enzimas num
meio contendo Na" (50 mM) ndo causa alteragdes do nivel da fluorescéncia indicando a
ocupacdo dos subestados E1l e Na";El. Contudo, a adi¢do de ATP (0,5 mM), apos a
aplicacdo da PTX, causa uma rapida variacdo de fluorescéncia até¢ um nivel que ¢ obtido
quando bombas ndo-modificadas ficam fosforiladas ocupando o subestado PE2. A partir
desse nivel de fluorescéncia, ocorre um decaimento lento para um outro nivel que,
segundo os autores, corresponde ao subestado em que dois cations monovalentes
ocupam sitios na bomba. Esse comportamento da fluorescéncia ¢ similar ao que foi
observado nas simulagdes da concentragdo de enzimas fosforiladas, como apresentado
na Figura V.l1. Analogamente a manobra experimental, na simulacdo, o ATP foi
adicionado apods a aplicacio da PTX. Como Na' ndo foi considerado explicitamente
nessas simulacdes, E1 representa ambos os subestados El e Na";El. De acordo com as
simulagdes, a adicdo da PTX causa transicoes de E1 para PTXE (reagdo pl) ¢ a
aplicacdo posterior de ATP leva a fosforilagdo do complexo PTX-bomba de Na/K
(reagdes pl10 e p11), formando o subestado PTXPE (Figura V.1). Em termos de nivel de
fluorescéncia registrado por ARMEL e APELL (2006), esse subestado pode
corresponder ao subestado PE2. Portanto, de acordo com o modelo, a variagdo da
fluorescéncia induzida pela aplicagdo do ATP apds a adigdo da PTX pode estar
associada principalmente as atividades seqiienciais das reacdes pl0 (ligagdo de ATP a
sitios de alta afinidade) e p11 (fosforilacdo das enzimas). O decaimento da fluorescéncia
apos a fosforilagdo pela hidrélise de ATP, de acordo com o modelo, pode ser causado
pela desfosforilagdo do complexo PTX-bomba, promovendo a formagao do subestado
PTXE* (reag¢do pl12). Nas simulacdes, as caracteristicas desse subestado sdo diferentes
daquelas do subestado PTXE e, portanto, esse subestado pode corresponder, em termos
de nivel de fluorescéncia, ao subestado da bomba de Na/K ndo-modificada contendo
dois cations monovalentes ligados aos sitios.

Investigando a influéncia do ATP sobre o comportamento da corrente induzida
pela PTX, ARTIGAS e GADSBY (2004) inferiram que a PTX, reduzindo a taxa de
desfosforilagdo, predispde as enzimas a ocuparem o subestado fosforilado. Essa

interferéncia pode levar a suspeita de que os achados de ARTIGAS e GADSBY (2004)
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contradizem as observagdes de TOSTESON et al. (2003) que mostram que a PTX reduz
a quantidade de enzimas fosforiladas. Contudo, as simulagdes computacionais
(Figuras V.1, V.2 e V.3) sugerem que ndo existe essa contradicdo, permitindo
reproduzir resultados de ambos os autores sem a necessidade de reajustar constantes do
modelo. De acordo com a simulagdo da Figura V.1, apds a fosforilacao promovida pelas
reacdes pl0 e pll, o complexo PTX-bomba ¢ desfosforilado e as enzimas passam a
ocupar o subestado PTXE* (reagcdo p12). A redugdo promovida pela PTX da taxa de
fosforilagao (a/0p11 = 30), a impossibilidade de refosforilagdo do subestado PTXE* e a
pequena taxa de transi¢do desse subestado par ao subestado PTXE (o3, reagdo pl8)
explicam as observagdes de TOSTESON et al. (2003). De acordo com as simulagdes,
PTX reduz a desfosforilagdo da bomba (as/api2 = 0,014), como € sugerido por
ARTIGAS e GADSBY (2004), contudo, promovendo transi¢des para o subestado
PTXE*. Pode ser observado que a corrente induzida com [ATP] =1 uM ¢ sustentada
por esse subestado (Figura V.3). Além disso, como proposto na simula¢do da Figura
V.3, os canais induzidos associados com PTXE* tém probabilidade de abertura igual ao
do subestado fosforilado PTXPE (Pos = Po3 = 0,24). Portanto, o subestado PTXE*
apresenta probabilidade de abertura 1,6 vezes maior do que o subestado PTXE
(Po1 =0,15) e, quando [ATP] = 1 uM, o efeito resultante sugerido pela simula¢do ¢ um
aumento da corrente induzido até¢ a [PTXE*] atingir a saturacdo. No modelo de Albers-
Post, a abertura da porta extracelular ¢ promovida pela fosforilagdo da bomba
(CAMPOS e BEAUGE, 1994; HEYSE et al., 1994; HORISBERGER, 2004). Nesse
caso, como os subestados PTXPE e PTXE* sdo obtidos a partir da fosforilagao do
complexo PTX-bomba, a alta probabilidade de abertura dos canais induzidos nesses
subestados, comparada aquela do subestado PTXE, pode ser devido ao aumento da
probabilidade de abertura da porta extracelular.

Quando a [ATP]' ¢ aumentada na Figura V.3, a taxa da rea¢do pl6 assume o
comportamento de espiculas (Figura V.3C), representando uma rapida ligagdo do ATP
aos sitios de baixa afinidade. Essa ligacdo aumenta a [PTXATP,E*]. Os canais nesse
subestado tém probabilidade de abertura igual a 0,90, de acordo com o processo de
ajuste (Figura V.3A). Portanto, a corrente induzida pela PTX aumenta até o subestado
PTXATP,E* atingir o nivel de saturag@o, que ¢ igual a ~1. No modelo de Albers-Post, a
ligacdo de ATP aos sitios de baixa afinidade aumenta a probabilidade de abertura da

porta intracelular. Desta forma, o aumento de seis vezes da probabilidade de abertura
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dos canais correspondentes aos subestados PTXATP,PE e PTXATP,E*, em
comparagdo ao subestado PTXE*, pode expressar o aumento da probabilidade de
abertura da porta intracelular promovido pela ligacdo de ATP ao sitio de baixa
afinidade, como interpretado por ARTIGAS e GADSBY (2004).

Durante a interrup¢ao da perfusdao com ATP, na Figura V.3, o desligamento do
ATP (sentido reverso da reagdo p16) leva a uma rapida reducdo da [PTXATP,E*] e um
aumento acoplado da [PTXE*]. Como a probabilidade de abertura dos canais no
subestado PTXE* ¢ maior do que no subestado PTXE (P,4/P,; = 1,6), a corrente
induzida ndo retorna ao nivel de regime permanente atingido antes da aplicagdo do
ATP. O decaimento da corrente durante esse periodo em que a [ATP]i = 0 mM ¢ muito
lento e expressa a baixa taxa de transicao do subestado PTXE* para o subestado PTXE
(reagdo pl8, a5 = 3,42 x 10 s'l; Figura V.3C).

ISHIDA et al. (1983) demonstraram o bloqueio da bomba de Na/K promovido
pela PTX medindo a dependéncia da atividade da bomba em relagdo a [PTX]. Os
autores mediram a atividade da bomba por meio da concentragdo de fosforo liberado.
De acordo com as simula¢des, o complexo PTX-bomba nos subestados PTXE* e
PTXATPLE* explicam o bloqueio observado por ISHIDA et al. (1983). Quando a
[PTX] aumenta, as concentragdes desses dois subestados aumentam impedindo a
fosforilagao das enzimas Na/K-ATPase provocada pela hidrolise de ATP. Logo, ocorre
a reducao da atividade da bomba de Na/K.

Analogamente ao Capitulo IV, as simulagdes sustentam a hipotese de
HABERMANN (1989), indicando que, dependendo das concentragdes dos ligantes da
bomba, a PTX pode se ligar a subestados de ambos estados conformacionais principais.
Quando ¢ realizada a simulacdo da perfusdo da membrana com solucao intracelular livre
de ATP (Figuras V.1 e V.3), a ativagdo da corrente induzida durante a perfusdo com
PTX ¢ promovida basicamente pela ligacdo da toxina ao subestado E1 (reacdo pl). Por
outro lado, quando a simulacdo considera a perfusdo com ATP (Figuras V.2 e V.4), as
concentragoes dos subestados PE2, ATP,PE2 ¢ ATP,PE1 aumentam e a ativacao da
corrente durante a aplicacdo da PTX ¢é promovida pela ligagdo da toxina a esses
subestados (reacdes pl3, pl5 e p20). Além disso, as simulagdes suportam as
observagdes de ARTIGAS e GADSBY (2004), que indicam que a enzima fosforilada
tem maior afinidade a PTX. Pois, comparando as constantes de dissociagao das reagdes
pl (Bpi/0p1), P13 (Bpi3/0p13), P15 (Bpis/0pis) € p20 (Bp2o/0p20), ATPLPE2 e ATP,PE1 sdo

os subestados que apresentam maior afinidades a PTX. Esses resultados sugerem que
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quaisquer combinagdes das concentragdes dos ligantes da bomba que favoregam esses
dois subestados aumentam a toxicidade da PTX. Como os canais i0nicos através da
bomba nao sdo observados na auséncia da toxina, ARTIGAS ¢ GADSBY (2004)
concluiram que a PTX deve se ligar as enzimas antes da abertura dos canais. Além
disso, sabendo que a taxa de dissociacao da PTX ¢ muito mais lenta do que as taxas de
abertura e fechamento dos canais induzidos, ARTIGAS e GADSBY (2004) levantaram
a hipotese de que a toxina deve se dissociar somente de canais fechados. Isso leva a
considerar que quando os canais induzidos estdo abertos (ou quando as duas portas da
bomba estdo abertas simultaneamente), a enzima Na/K-ATPase tem maior afinidade a
PTX. Isso pode explicar porque, nas simulagdes com o modelo proposto, os subestados
ATP,PE2 e ATP,PEl apresentaram maiores afinidades a toxina. Em ambos os
subestados, as aberturas das portas intra- e extracelular sdo favorecidas,
respectivamente, pela fosforilacdo da enzima e pela ligagdo do ATP ao sitio de baixa
afinidade.

Todos os efeitos da PTX nos diferentes tecidos celulares podem ser explicados
pela modificagdo conformacional da bomba de Na/K, que resulta em canais iOnicos
monovalentes (HABERMANN, 1989; WANG ¢ HORISBERGER, 1997). Investiga¢des
posteriores indicaram que a PTX deveria desacoplar as portas interna e externa da
bomba de Na/K permitindo que essas abrissem simultaneamente (SCHEINER-BOBIS e
SCHENEIDER, 1997; ARTIGAS ¢ GADSBY, 2002, 2003a, b ¢ 2004). As aberturas
simultdneas das duas portas deveriam permitir os fluxos dissipativos de Na" e K",
caracterizando os canais induzidos. Essa interferéncia sobre o acoplamento entre as duas
portas sugere que a PTX pode ser uma ferramenta 1til para revelar os caminhos i6nicos,
estrutura e mecanismos de abertura e fechamento das portas da bomba de Na/K
(ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004 ¢ 2006; HORISBERGER, 2004; REYES ¢ GADSBY,
2006). Como esse tipo de investigacao necessita de uma compreensao mais detalhada
sobre as interacdes entre a PTX e a Na/K-ATPase (ARTIGAS e GADSBY, 2004), o
modelo descrito nesse capitulo contribui propondo um conjunto de reagdes e subestados
para descrever a fosforilacdo e a desfosforilagdo do complexo PTX-bomba de Na/K
(Figura V.5). As simulagdes computacionais com o modelo permitem prever os
comportamentos dos subestados conformacionais ocupados pelo complexo PTX-bomba
para diferentes niveis de concentracdo de ATP e das reagdes descrevendo transi¢des

entre esses subestados.
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Figura V.5 — Diagrama esquematico do modelo de reagdes do complexo PTX-bomba de Na/K
integrado ao modelo de reacdes de Albers-Post. Quando a PTX nfo esta ligada, o
funcionamento alternado das portas da Na/K-ATPase causa a oclusdo e desoclusdo
dos ions transportados e dois estados conformacionais principais sao possiveis: El
(somente a porta intracelular pode abrir) e E2 (apenas a porta extracelular pode abrir).
A ligagdo da PTX causa a transi¢do para um terceiro estado conformacional principal
E3, caracterizado por subestados em que as duas portas podem se abrir
simultaneamente. As setas descrevem as reacdes que causam as transi¢des entre os

subestados.
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Capitulo VI — Efeito Inibidor do K* sobre os Canais
Induzidos pela PTX

Como foi discutido nos Capitulos IV e V, o efeito da PTX ¢ influenciado pelos
ligantes fisiologicos da bomba de Na/K. No caso particular do K*, ISHIDA et al. (1983)
mostraram que o aumento da concentragdo desse ion reduz o bloqueio exercido pela
PTX sobre a bomba de Na/K. Posteriormente, essa interferéncia do K™ foi explicada
propondo que a oclusdo desse ion na enzima impede a liga¢do da toxina (GRELL et al.,
1988; WANG e HORISBERGER, 1997). No Capitulo IV, as simulacdes
computacionais, refor¢cando as hipoteses levantadas a partir de manobras experimentais
(ARTIGAS e GADSBY, 2003a, 2003b e 2004), sugerem que a oclusdo do K" ndo
somente reduz a afinidade da PTX mas também causa o fechamento das portas mesmo
se a toxina permanece ligada a bomba.

Houve grandes avangos na compreensio das interagdes entre K e o complexo
PTX-bomba de Na/K. Porém, ainda ndo se sabe quais reagdes ¢ subestados estdo
envolvidos na atuagdo da PTX sobre a bomba durante a perfusdo da membrana com
solugdes contendo K™ e ATP. ARTIGAS e GADSBY (2004) mostraram que sob essas
condicdes, a afinidade aparente da PTX ¢ reduzida e a taxa de ativagdo da corrente
induzida pela toxina ¢ baixa mesmo quando a concentracdo da toxina ¢ aumentada.
Nesse cenario de pouca clareza sobre as interagdes entre K’ e o complexo PTX-bomba,
0 objetivo desse capitulo foi propor um modelo de reacdes que permita investigar, por
meio de simula¢des computacionais, essas interagdes em circunstancias em que o ATP

esta presente na face intracelular da membrana.

VI.1 - Métodos

Seguindo a metodologia empregada nos capitulos anteriores, o modelo de
reacdes foi desenvolvido adicionando reacdes e subestados, para explicar o efeito da
PTX sobre a bomba, ao modelo de Albers-Post. Adicionalmente, foi utilizada uma
técnica para andlise de sensibilidade do modelo aos parametros das reagdes. A
utilizagdo desse método é necessaria neste capitulo porque o nimero de parametros

analisados em uma mesma simulagao ¢ elevado.
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VI.1.1 — Reagdes do modelo de Albers-Post

De acordo com o modelo de Albers-Post, na auséncia de Na', que corresponde
as condi¢des envolvidas no estudo deste capitulo, a enzima Na/K-ATPase ndo pode ser
fosforilada e o bombeamento idnico é inibido. Contudo, as reagdes envolvendo K' e
ATP podem ocorrer mesmo com as enzimas nao fosforiladas. Essas reagdes estdo
listadas na Tabela VI.1. Dentre essas reagdes, pode-se observar que o ATP pode se ligar
ao sitio de alta afinidade de enzimas no subestado E1, formando o subestado ATP,E1
(reagdo 5). A oclusio de K* em enzimas no subestado E1 é possivel e causa a transigdo
para o subestado (K"),E2, como ¢ descrito pela reagdo 3. O ATP pode também ligar ao
sitio de baixa afinidade quando a enzima apresenta K ocluso, formando o subestado
ATP,(K"),E2 (reagdo 14). E, a partir desse subestado, os dois ions K podem ser
liberados ocorrendo a transi¢do para o subestado ATP,El (reacdo 15). Essas quatro
reacdes s3o as mais provaveis quando a membrana ¢ perfundida apenas com ATP e K*

(HEYSE et al., 1994).

Tabela VI.I — Reagdes do modelo de Albers-Post e suas respectivas taxas. o; e B sdo,
respectivamente, as constantes das taxas do sentido direto e reverso da reagéo j e Kdg

¢ a constante de dissociagdo de K.

Reagio Taxa da reacdo
5 ATP' +El<—> ATP,El rs = as[ATP]'[E1]-Bs[ATP,EI]
K] f
3 2K+,i 1 E] }(K+)2E2 r; =03 ; 5 [El]_ﬁ3[(K+)2 E2]
([K]' +KdK)

14 ATP! + (K*),E2¢——>ATR(K*),E2 114 = a4 [ATP][(K*), E2]-B1a[ATR, (K1), E2]

K]

15 ATR(K*),E2¢—>ATP,E1+2K™ 15 =0ys[ATR(K™), E2]—B;s[ATR,EI]—
([K]'+KdK)2

VI.1.2 — Modelo de reacgdes para o complexo PTX-bomba de Na/K

As reagdes propostas para explicar o efeito da PTX sobre a bomba de Na/K
estdo apresentadas na Tabela VI.2. Como também proposto nos capitulos anteriores, a
reagdo pl representa a ligacdo de PTX a enzimas no subestado El, resultando no

subestado PTXE.
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Tabela VI.2 — Reag¢des do modelo para o complexo PTX-bomba de Na/K e suas respectivas
taxas. o e Bj sdo, respectivamente, as constantes das taxas do sentido direto e reverso

da reagdio j e Kdk é a constante de dissociagdo de K.

Reacoes Taxas das reagoes
pl  PTX°+El«—>PTXE o1 = & pi[PTX °[E1] - B oy [PTXE]
+10,2
o6 = O pe RTI)" prxe) -

(K*° + Kdg)?
~Bps[PTX(K*),E]

p6  2-K*? 4 PTXE«—— PTX(K*),E

Fo7 = ap7[PTX(K*),E] -

+4i42
75“? D 2[F’TXE]
([K™T +Kdk)

p7 PTX(K ), E <—> PTXE + 2K ™/ 5
By

P9 PTX(K'), E«—>(K™),E2+PTX®  rpo =0 po[PTX(K™)2E]-P po[PTX]°[(K ™), E2]
pl0  ATP'+ PTXE<—>PTXATR,E M1 = aplo[ATP]‘[PTXE]—Bplo[PTXATPaE]

Fp21 = o p2 i [ATP]'[PTX(K™),E] -

p21  ATP' + PTX(K*),E«—>PTXATR,(K*),E N
—Bp21[PTXATR,(K™), E]

Fp22 = 0 p2a[PTXATR (K T), E] -
p22  PTXATR,(K*),E<«—>PTXATR,E + 2K ™ K*]

—Bp22[PTXATRE] ([ _
KT+ KdK)z

Mpas = @ o3 [PTX1°[ATP, (K *), E2] -
P23  PTX® + ATR,(K"),E2¢—>PTXATR(K*),E .
~ B p23[PTXATP, (K ™), E]

p24  PTX° + ATR,El«—>PTXATRE Fp24 = 0 p2a[PTX I°[ATPLEL] - B o4 [PTXATP,E]

Como foi descrito no Capitulo IV, o bloqueio de canais induzidos promovido
pelo K' foi representado pela reacdo de oclusdo desse ion (reagdo p6), formando o
subestado PTX(K");E. A reacdo p7 descreve a desoclusio do K' a partir do complexo
PTX-bomba e a reacdo p9 descreve o desligamento da PTX a partir do subestado
PTX(K"),E.

Em relacdo ao efeito do ATP, foi considerada a ligacdo de ATP ao sitio de alta
afinidade, formando o subestado PTXATP,E (reacdo pl0). Como descrito no
Capitulo V, o ATP pode também ocupar o sitio de baixa afinidade no complexo PTX-
bomba. Portanto, é razoavel incorporar no modelo a reacdo p21, supondo que essa leva
a formacdo do estado PTXATP,(K"):E. Analogamente ao modelo de Albers-Post, a

reacdo p22 descreve a liberagdo de K™ a partir desse subestado causando a formagéo do
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subestado PTXATP,E. Essa reacao pode traduzir a reabertura de canais induzidos que
foram temporariamente bloqueados pelo K.

Como existem evidéncias que a PTX pode se ligar a diferentes subestados de
ambos os estados conformacionais principais E1 ¢ E2 (como discutido no Capitulo V), ¢
razoavel considerar as reacdes p23 e p24 representando as ligagdes da toxina a enzimas
nos subestados ATP,(K"),E2 e ATP,E1, que causam transi¢des, respectivamente, para
os subestados PTXATPb(K+)2E e PTXATP,E.

Todas as reagdes e subestados do modelo, inclusive as do modelo de Albers-

Post, estdo representados na Figura V.1.

................................................................................................................
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Figura VI.1 - Diagrama esquematico do modelo de reagdes proposto para explicar o efeito da
PTX sobre a bomba de Na/K. Os canais induzidos pela PTX sdo caracterizados pela abertura

simultanea das duas portas da bomba.

VI.1.3 — Modelo matematico

Nas Tabelas VI.1 e VI.2, sdo apresentadas as equacdes usadas para calcular as

taxas das reacdes. A taxa de cada reagdo foi considerada igual a diferenca entre as taxas
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dos sentidos direto ¢ reverso. Em fun¢do das taxas das reagdes, as variagoes das

concentragdes dos subestados foram calculadas, em cada instante de tempo, resolvendo

as seguintes equacdes:

d[E1]

T=—fs —3=Ip
d[ATP,EI]
d—taz s +1s5—Tpoy4
d[ATP, (K *), E2]
at =N4 —N5—Tp23

di(K*),E2
T=r3 —M4 +Tp9
d[PTXE]
gt F'pt =Tpe +Tp7 = Fpio
d[PTX(K ), E]

at ==Tp9 +Tpe =Fp7 =Ip21
d[PTXATP,E]
@ Mp24 +1p1o +rp22
d[PTXATP, (K "), E]

at =Tp21 = Mp22 +1p23

onde rj ¢ ataxa dareagdo j (j =3, 5, 14, 15, p1, p6, p7, p9, p10 e p21-p24).

(6.01)

(6.02)

(6.03)

(6.04)

(6.05)

(6.06)

(6.07)

(6.08)

Os subestados PTXE e PTXATP,E representam canais idnicos induzidos com

probabilidades de abertura diferentes (Capitulo V). Estimando a permeabilidade de K,

Pk, através desses canais:

P =7k - (Foi[PTXE]+ Ry [PTXATP,E])

(6.09)

onde ykx ¢ uma constante de proporcionalidade ¢ P, e P,; s@o, respectivamente, as

probabilidades de abertura dos canais nos subestados PTXE ¢ PTXATP,E.

A corrente de K* (Jk), que corresponde & corrente induzida pela PTX, foi

calculada pela equagdo de GHK de corrente (HILLE, 1992):
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2k FVi
5 .
3 _p. g2 FVp [K]'e R —[K]°
K= KK RT 2k FVim
e RT 1

(6.10)

onde Vi, € o potencial transmembranar, F ¢ a constante de Faraday, R a constante dos

gases, T a temperatura absoluta e zx a valéncia do K.

VI.1.4 — Métodos e parametros do modelo

Para investigar as interagdes do ion K" com o complexo PTX-bomba, o efeito de
cada reacdo envolvendo a PTX foi testado simulando manobras experimentais
realizadas por ARTIGAS e GADSBY (2004), que permitem estimar a taxa de ativacdo e
a amplitude de regime permanente da corrente induzida pela PTX quando a membrana ¢
perfundida com solugdes contendo K™ e ATP. Nas simulagdes, o sistema de equagdes
foi resolvido usando o método de diferengas finitas. O incremento de tempo entre
iteracdes foi 0,01 ms. Para estimar os valores dos parametros que ndo podem ser obtidos
da literatura, as curvas simuladas foram ajustadas aos dados experimentais. O processo
de ajuste consistiu de dois passos: primeiro, um ajuste por inspecao visual e, segundo,
um ajuste fino usando o método do gradiente.

Com o objetivo de normalizacdo, a concentragdo total de enzimas Na/K-ATPase
foi considerada igual a uma unidade de concentracdo. Portanto, em todas as simulagdes,
a concentracdo de enzimas no subestado E1 foi iniciada com valor 1,00 e as outras
concentragoes de subestados com valor nulo.

Os valores das constantes do modelo de Albers-Post foram extraidos da
literatura e se referem a experimentos realizados com células de rim. Baseando no
trabalho de HEYSE et al. (1994), os valores usados para as constantes das taxas dos
sentidos direto (at) e reverso (B) sdo: (i) reagdo 5 - as = 1,50 x 10* mM's" e Bs =
1,64 s7'; (ii) reacdo 3 - oz = 5,00 x 10" s e B3 = 5,00 x 107 s7'; (iii) reacdo 14 - o4 =
5,00 x 10° mM'lste Bia=5,00 x 10" s (onde Kdatp = Bis/oti4 = 0,100 mM para os
sitios de baixa afinidade); (iv) reagdo 15 - o5 = 2,41 s™. A constante B;s foi estimada
usando o principio da reversibilidade microscopica: Pis = ot1sPsozouia/osPsPra = 24,1 s
Essas reagdes descrevendo a cinética da bomba nao-modificada foram usadas em todas

as simulagdes apresentadas.
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Em relagdo as reagdes que descrevem as interacdes entre PTX e a bomba de
Na/K, as constantes sdo referentes a experimentos realizados com células HEK293
(human embryonic kidney) e com células de rim de porco. Considerando os valores de
constantes estimadas no Capitulo V: (i) reag¢do p10 - a,i0= 1,50 x 10* mM's" e Bpio =
1,64 s'l; (11) reacdo p1 - op1 = 1,00 x 10°mM's! e Bpi = 5,98 x 10 s'l; (ii1) reagdo p21 -
op21 = 1,33 mM's! e Bp21 = 4,00 x 102 s". No caso da reacdo p21, analogamente ao
que foi considerado por CAMPOS e BEAUGE (1994) para a bomba nao-modificada, no
presente trabalho foi admitido que a ligacdo de ATP ao sitio de baixa afinidade
apresenta a mesma cinética estando ou nio o ion K ocluso no complexo PTX-bomba.

Utilizando as constantes estimadas no Capitulo IV: (i) reagdo p6 -
Ol = 1,06 x 10" st e Bps = 0 s (ii) reagdo p7 - 0p7= 5,20 x 1072 s e Bp7 =0 s
(111) reagdo p9 - apo = 2,15 x 10% s™'. Considerando o principio da reversibilidade
microscopica: Bpo = 0poP30p10ps/ 03Pp10p7 = 6,67 X 10> mM'.s!. As constantes Bps €
Bp7 foram consideradas nulas porque as reagdes p6 e p7, no Capitulo IV, foram
representadas apenas pelo efeito resultante entre suas respectivas taxas do sentido direto
€ reverso.

As constantes das outras reacdes foram estimadas durante as simulacOes das
manobras experimentais (descritas no subitem Resultados). A constante de dissocia¢do
do K", Kdk, foi considerada igual a 12 mM (HEYSE et al., 1994) tanto para bombas
nao-modificadas quanto para o complexo PTX-bomba. Essa consideragdao ¢ aceitavel
porque a PTX parece interferir principalmente com a taxa de liberagdo do ion K"
(TOSTESON et al., 2003).

A constante de proporcionalidade yx (Equacdo 6.09) foi assumida igual a
1,15 cm/s (Capitulo IV). Em relagdo a probabilidade de abertura dos canais induzidos
(Capitulo V): (i) PTXE — P,; = 0,15; (ii) PTXATP,E — P, = 0,24.

VI.1.5 — Andlise de sensibilidade dos parametros

Para estudar a sensibilidade dos pardmetros, foi utilizada uma analise de
sensibilidade global (GSA — global sensitivity analysis) baseada no método de Monte
Carlo, seguindo o procedimento descrito por CHO et al. (2003). De forma resumida, a
GSA explora todo o espago de parametros para analisar a sensibilidade de cada

parametro testado (TANG et al., 2006). Particularmente no presente trabalho, as
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constantes envolvendo a PTX foram os parametros selecionados para a andlise. Para
cada parametro analisado, foi selecionado um intervalo com extremos em um quinto e
cinco vezes o seu valor nominal (CHO et al., 2003). Pode ser observado que esse
intervalo para variagdo dos parametros ¢ da ordem de grandeza dos intervalos de
variacdo dos parametros das reagdes do ciclo funcional da bomba ndo-modificada,
estimados por HEYSE et al. (1994). Amostrando em cada intervalo um valor, usando
nimeros aleatérios com uma distribuicdo uniforme, séries de conjuntos de valores dos
parametros foram definidas. Uma vez definidos todos os conjuntos de valores, as
simulagdes correspondentes foram computadas. Isso permitiu calcular a fungdo objetiva,

fonj(K), para cada parametro, considerando o valor k do parametro:

q
fobj (K) =D (Inominal () — J atterado (1-K))? (6.11)
i=1

onde Jnominal(i) denota o valor da corrente induzida correspondente a i-ésima amostra
temporal, obtida utilizando os valores nominais dos parametros; Jajerada(i,K) denota a
corrente induzida correspondente a i-ésima amostra temporal obtida na simulagdo com o
valor k do pardmetro; ¢ o nimero de pontos amostrais no tempo.

Cada conjunto de valores dos parametros foi classificado como aceitavel ou nao-
aceitavel comparando o valor correspondente da funcdo objetiva com um dado critério.
O critério adotado foi a média dos valores de todas as fungdes objetivas calculadas. De
acordo com CHO et al. (2003), esse critério permite identificar variagdes
“relativamente” grandes. Adicionalmente, outros critérios considerando porcentagens
do valor médio de todas as fungdes objetivas, objetivando identificar parametros
associados com variagdes mais limitadas.

A sensibilidade de cada parametro foi estimada comparando as distribuicdes
acumuladas dos valores dos pardmetros associados com os resultados aceitavel ou nao-
aceitavel. Se as duas distribui¢des de freqiiéncia acumulada, de valores aceitaveis e nio-
aceitaveis, sdo diferentes segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov e apresentam um
coeficiente de correlacdo reduzido, o parametro ¢ classificado como sensivel. Caso

contrario, o pardmetro ¢ nao-sensivel.
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VI.2 - Resultados

Para reproduzir as curvas dose-resposta da taxa de ativagdo e da amplitude de
regime permanente da corrente induzida pela PTX na presenca de K' intra- e
extracelular e ATP intracelular (extraidas de ARTIGAS e GADSBY, 2004), as
seguintes condi¢des iniciais foram consideradas: [PTX]° = 0 mM, [ATP]' = 5 mM,
[K]'= 150 mM, [K']° = 160 mM. Apds o sistema atingir o estado permanente sob essas
condi¢des, a [PTX]° foi alterada de 0 para valores no intervalo de 0,1 a 1000 nM ¢ a
taxa de ativagdo e a corrente de regime permanente foram determinadas.

As reagoes 3, 5, 14, 15, pl, p6, p7, p9, pl0 e p21 sdo as unicas cujas constantes
j& foram estimadas. As simulacdes das curvas baseadas exclusivamente nessas reagdes
sdao sempre inferiores (em amplitude) aos pontos (circulos) correspondentes aos dados
experimentais (Figura VI.2A — simulagdo I). Analisando as concentragdes dos
subestados (Figura VI.2B-I), as bombas nao-modificadas ocupam principalmente os
subestados ATP,El ([ATP,El ~ 0,52) e ATP,(K"):E2 ([ATP,(K"),E2] ~ 0,48). As
concentragdes dos subestados El e (K"),E2 sdo praticamente nulas, levando a valores
reduzidos para as taxas das reagdes pl e p9. Isso justifica porque a toxina apresentou
atua¢ao menos intensa na simulagao.

Na simulagdo, os subestados ATP.El e ATPb(K+)2E2 apresentam valores de
concentragdo relativamente elevados antes da aplicagio da PTX. Como o K™ ¢é o
principal inibidor fisioldgico do efeito da PTX, aumentando a sua taxa de dissociacdo
(HABERMANN, 1989; ARTIGAS ¢ GADSBY, 2003a, 2003b e 2004), o subestado
ATPb(K+)2E2 deve apresentar baixa afinidade a toxina. Portanto, o subestado ATP,E1 ¢
o principal candidato para a ligagdo da toxina durante a ativacdo da corrente. Isso
justifica considerar a reagcdo p24, que descreve a ligacdo da toxina a esse subestado,
durante as simulacdes das duas curvas do tipo dose-resposta. O valor da constante o4
obtido para o melhor ajuste na Figura VI.2A (simulacdo II) foi igual a
6,00 x 10' mM™'s™". A constante Bp24 foi estimada considerando o principio da
reversibilidade microscopica: Bpas = op2aPp10Ppiats/cp100piPfs = 3,60 x 10° s, Contudo,
a curva da taxa de ativacdo simulada ndo correspondeu ao comportamento observado

experimentalmente.
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Figura V1.2 -Taxa de ativagdo e valor de regime permanente da corrente induzida pela PTX. (A)
Comparagdo entre dados experimentais (circulos; Artigas e Gadsby, 2004) e
simulagdes (I-IV). (B) Valores das concentragdes dos subestados, durante o regime

permanente, envolvidos na ativacao da corrente.

A inclusdo do bloqueio dos canais induzidos, representado pela transicao entre
os subestados PTXATP,E ¢ PTXATP,(K').E (reagdo p22), ndo mostrou efeito
importante na simulagdo, a qual corresponde a simulagdo II (Figura VI.2). Nessa
simulag@o, as constantes a4 € O foram ajustadas e, considerando o principio da
reversibilidade microscopica, Pps € Pp» foram estimadas fazendo: [y
0p24Bp10Bp10ts/ 01001 Bs € Bpaz = 0p22Bp100pe0tp21/0p100p7Bp21. O processo de ajuste ndo
alterou os valores das constantes oy € Ppos4 estimados anteriormente (Oly4 =
6,0 x 10)mM's' e Bp2s4 =3,60 x 107 s'l). Isso ocorreu porque o valor da razao op2o/Bp22
foi igual a 13,5, fazendo com que PTXATP,E fosse mais provavel do que o subestado

PTXATP,(K"),E.
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Apesar das simulacdes indicarem que o subestado PTXATP,E deve exercer uma
funcao essencial para a inducdo de canais, ¢ possivel que esse ndo seja o subestado final
responsavel pela sustentacdo da corrente induzida. Portanto, devem existir outras
transig¢Oes a partir desse subestado, as quais ndo dependem diretamente da [PTX]® e que
apresentam taxas maximas de transicio aproximadamente iguais a 0,01 s™. Varios
registros experimentais (ISHIDA et al., 983; GRELL et al., 1988; ARTIGAS e
GADSBY, 2003a, 2003b e 2004) indicam o ion K como o principal inibidor fisiologico
do efeito da PTX. ARTIGAS e GADSBY (2004) demonstraram que o K" extracelular
bloqueia canais induzidos pela toxina. Portanto, é razodvel considerar que o K'
promove o bloqueio dos canais induzidos no subestado PTXATP,E, causando a

transi¢ao para 0 subestado PTXATP,(K"),E (reagao p25 -

2K ™0 4+ PTXATP,E <« PTXATR,(K*),E). A taxa correspondente dessa reagio foi

calculada por:

+10
Fp2s = O p2s +i °f [PTXATP,E] + B o5 [PTXATR, (K ), E]
([K ] +KdK)z (6.12)

Como o subestado PTXATP,(K"),;E representa canais induzidos fechados pela
oclusio do K", é necessario que ocorra uma transi¢io desse subestado para outro em

que o K" ¢ liberado, permitindo a reabertura do canal. Essa transigdo ¢ descrita pela

reagdo p26: PTXATR, (K ™), E<—>PTXATR,E*+2K™'. A taxa dessa reagdo é dada

por:

+10
Mp26 = & 26l PTXATR, (K ™), E] —Bp26M[PTXAT%E*]

(<P« kay f (6.13)

Baseado no Capitulo V, a inclusdo do subestado PTXATP,E* exige que sejam
consideradas as seguintes reagdes: (i) reacdo pl6 - ATP' + PTXE * ¢ PTXATRE *;
(11) reacao pl8 - PTXE *«—— PTXE ; (111) reagao pl9 -
PTXATR,E *«<——>PTX° + ATR)E2; reagdo 11 - ATP' +El—> ATP,E2. As equagdes

das taxas dessas reagdes estdo apresentadas na Tabela V.4 e os valores das respectivas

constantes sdo: apis = 1,33 mM'ls'l, Bpis= 4,00 x 102 s'l, opig = 3,42 x 107 sfl,
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BpngOS_l, api9 = 1,5 X 10_4 S_l, Bp19:08_l, o =

1,60 x 10" mM's! e By =

1,60 x 10> s™'. As constantes Bpis € Bpio sdo nulas porque, no Capitulo V, as reagdes pl8,

p19 e p20 foram descritas apenas pelo sentido de ocorréncia resultante da diferenga

entre as respectivas taxas do sentido direto e reverso.

A adicdo das reagdes pl6, pl18, pl9, 11, p25 e p26 exige que sejam realizadas

modificacdes de equagdes que descrevem as variagdes de concentracdo dos subestados

(Equagoes 6.01, 6.05, 6.07 e 6.08) e inclusdo de equagdes para os subestados

PTXATP,E*, PTXE* e ATP,E2:

d[E1]
TZ—VS —3=Tp =1y
d[PTXE]
T = rpl - rp6 + rp7 - rplo + rplg
d[PTXATP,E]
- a Mp24 +Tp10 +p22 —Ip2s
d[PTXATR,(K "), E]

:? 2= Mp21 = Fp22 +Tp23 +1p25 —Tp2e
d[PTXATR, E*]
—a Mp26 +Tp16 —Fp19
d[PTXE*]
T —Ip16 —Tp1g
d[ATR,E2]
—a pi1 *Tp19g

(6.14)

(6.15)

(6.16)

(6.17)

(6.18)

(6.19)

(6.20)

Considerando que os subestados PTXATP,E* e PTXE* representam canais

induzidos pela PTX, a permeabilidade do K (Equagio 6.09) passa a ser dada por:

Pk =Yk *(Po1[PTXE]+ Pop [PTXATP, E]+ Pog [PTXE*]+ Py [PTXATP, E*])

onde Py = 0,24 € Pys = 0,90 (Capitulo V).

6.21)

Com essas modificagdes do modelo, o nimero de graus de liberdade, que antes

era dois (somente o, € o4 foram ajustadas), agora, aumentou para seis. A principio,

nessa simulagdo, seria necessario ajustar as constantes oy, Olp24, Op2s, Pp2s, Op26 € Pp2s.

Com o objetivo de reduzir o nimero de graus de liberdade, as seguintes consideragdes

foram feitas:
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(1) A reagdo p24 nao deve ser a determinante da taxa de ativacao final da corrente
induzida pela PTX. Caso contrario, a taxa de ativacdo da corrente dependeria
linearmente da [PTX]°, contrariando as observagdes experimentais. Quando [PTX]°
= 10 nM, a taxa de ativagdo da corrente induzida ¢ aproximadamente igual a
5,00 x 107357, Portanto, a4 deve ser maior ou igual a 5,00 x 10° mM's!. Na
simulagdo, a4 foi considerada igual a 5,00 x 10> mM's™ e, seguindo o principio da
reversibilidade microscopica, P24 foi calculada igual a 3,00 x 10° s,

(i1) Supondo que a reacdo p25 também ndo seja a determinante da taxa de ativagao
da corrente induzida, a oclusio do K' deve apresentar taxa maior ou igual a
5,00 x 10°s7!. Na simulacdo, a5 foi feita igual a 1,00 x 10*s™'. A constante Bp2s
foi considerada nula, admitindo que o efeito resultante da reacdo p25 possa ser

representado apenas pelo sentido direto, analogamente as reagdes p18 e p19.

As constantes ot (0,00), B2z (0,00), s (6,16x107° 57, Brag (4,92x107° s7)
foram estimadas para o melhor ajuste da simulagdo III (Figura VI.2A). Foi possivel
reproduzir os comportamentos da taxa de ativagdo e do valor de regime permanente da
corrente induzida em fun¢do da [PTX]°. Contudo, a afinidade aparente da PTX
(Kosprx = 3 nM) foi superior a observada experimentalmente (Kosprx = 22 + 2 nM;
ARTIGAS e GADSBY, 2004). Na simulagdo, a afinidade aparente da PTX depende da
concentragdo do subestado PTXATP,E* (Figura VI.2B — III), o qual ¢ responsavel pela
sustentacdo da corrente induzida. Entdo, com o objetivo de reproduzir melhor a
afinidade da toxina, a simulacdo foi repetida incluindo a reagdo p23 (Figura VI.2A,
simulagdo 1V). Essa inclusdo ¢ justificada por uma possivel reducdo da
[PTXATP,(K"),E] que indiretamente pode alterar o comportamento da [PTXATP,E*].
Com a inclusdo da reacdo p23, a2, Bp2s, Op2e € Ppos foram ajustadas simultaneamente
durante a simulagdo. Para o melhor ajuste (Figura VI.2A, simulagdo IV), 022, Bp22, Otp2e
e PBp2e apresentaram os mesmos valores ajustados na simulagdo III, B3 foi igual a
1,31 x 102 st e 023 foi calculada considerando o principio da reversibilidade
microscopica (0p23 = Bp23P1aPpoip21/0i40p0Bp21 = 1,35 x 10° mM'ls'l). As concentragoes
dos subestados durante a simulacdo (Figura VI.2B-IV) indicam que o complexo PTX-
bomba ocupa principalmente os subestados PTXATP,E* ¢ PTXATP,(K"),E no regime

permanente.
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Uma vez que os parametros foram ajustados (valores apresentados na

Tabela V1.3), o modelo foi utilizado para simular a manobra experimental de ARTIGAS

e GADSBY (2004) em que a corrente induzida pela PTX ¢ ativada quando a membrana

é perfundida com solugdo extracelular contendo K" e intracelular contendo K ¢ ATP.

(Figura VI.3A). A simulacao reproduz a manobra experimental mantendo o potencial

transmembranar em —20 mV e as concentrac¢des dos ligantes da bomba com os seguintes

valores: [K']° = 160 mM, [K']' = 150 mM, [ATP]' = 5 mM e [PTX]° = 0 nM. Apds o

sistema ter atingido o regime permanente, a [PTX]° foi alterada como indicado na parte

superior da Figura VI.3A. Em relacdo as concentragdes dos subestados (Figura VI.3B),

[ATP,E1]+[ATPy(K"),E2] foi aproximadamente igual a 1,00 antes da aplicacio da
toxina. Seguindo o aumento da [PTX]°, [PTXATPu(K'),E] e [PTXATP,E*]

aumentaram e [ATP,E1] e [ATPy(K),E2] reduziram.

Tabela V.3 — Constantes do modelo para o complexo PTX-bomba de Na/K.

Valores das constantes

Reacdo
Qo Bi

pl 1,00 x 10° mM™'s™ 5,98 x 10™s™
p6 1,06 x 10" s 0,00
p7 520x 107 s 0,00
P9 2,15x107%s™ 6,67 x 10> mM "5
pl0 1,50 x 10* mM's™ 1,64 s
pl6 1,33 mM's™ 4,00 x 1072 s’
pl8 342x 107 0,00
pl19 1,50 x 10 s™! 0,00
p21 1,33 mM's™ 4,00 x 1072 s’
p22 0,00 0,00
p23 1,35 x 10° mM™.s™ 1,31 x 1025
p24 5,00 x 10> mM™'s™ 3,00 x 107 s
p25 1,00 x 10*s™" 0,00
p26 6,16x107° 5! 4,92x107 5!

Para as reagdes envolvendo a PTX (Figura VI.3C), pode ser observado um

aumento rapido das taxas das reacdes p24, promovendo a ligagdo da PTX a enzimas no

subestado ATP,El, e p25, causando a oclusdo de K" e resultando no subestado
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PTXATP,(K"):E. A reagdo p26, que causa transicio de PTXATPu(K");E para o
subestado PTXATP,E* (representando a reabertura de canais temporariamente
bloqueados pela oclusdo do K"), apresenta a menor taxa durante a aplicagdo da PTX.
Apos a ativagdo da corrente, durante o periodo em que [PTX]° = 0 nM, a reagdo p26
ocorre apenas no sentido reverso causando a oclusio de K' e a consegqiiente transi¢io
para o subestado PTXATP,(K"E (trecho tracejado da curva). A reagdo p21, sempre
ocorrendo no sentido reverso, causa a dissociacdo do ATP a partir do subestado
PTXATP,(K"),E ¢ leva a formagdo do subestado PTX(K"),E. A partir desse subestado,
a atividade da reagdo p7 promove a liberagdo do K", resultando no subestado PTXE. A
ligacdo de ATP a enzimas nesse subestado (reacao p10) leva novamente a formacao dos
subestado PTXATP,E. Portanto, as reagdes p21, p7 e pl0, nessa ordem, reduzem a
[PTXATP,(K"),E] e aumentam a [PTXATP,E]. A reagdo p23 também apresenta uma
contribuicdo significativa durante toda a simulagdo causando a dissociacdo da PTX a
partir do subestado PTXATP,(K"),E. As reagdes pl, p6, p9, pl6, pl8 e pl9 nio
apresentaram atividades importantes durante a simula¢do (< 1 x 10 s™).

A simulacdo apresentada na Figura VI.3 foi a escolhida para a andlise de
sensibilidade dos parametros do modelo. Essa simula¢do foi escolhida porque traduz a
mesma informacao que a simulagdo da Figura V1.2, permitindo testar a sensibilidade de
cada pardmetro para os diferentes valores da [PTX]°, e exige menos esforco
computacional. Para cada constante das reagdes envolvendo a PTX, na Figura V1.4, sdo
apresentados os valores P obtidos a partir da aplicagdo teste de Kolmogorov-Smirnov e
o coeficiente de correlacdo entre as distribui¢cdes acumuladas de simulagdes aceitaveis e
nao-aceitaveis, considerando diferentes critérios. Quando o valor P € menor que o nivel
de significancia (a = 0.05) e o coeficiente de correlacdo ¢ reduzido, o parametro ¢
considerado sensivel. Caso contrario, € nao sensivel. Como pode ser observado, quando
o critério igual a media dos valores de todas as funcdes objetivas, todas as constantes
sdo ndo sensiveis. Porém, quando o valor do critério é reduzido, as constantes 23, Otp24,
Op26 € Ppos sdo identificadas como sensiveis € podem ser consideradas as mais
importantes. Todas as outras constantes sdo classificadas como insensiveis.

Deve ser observado que o GSA ¢ capaz de detectar quando a varia¢dao do valor
do parametro corresponde a variagdes no processo analisado. Contudo, ndo detecta a
essencialidade de um parametro. Isso significa que se uma reagao ¢ um passo essencial

no processo permitindo o sistema atingir outro estado, mas na faixa de valores analisada
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ela ndo corresponde a alteragdes significativas das simulagdes, entdo a reacao nao ¢
detectada como sensivel. Esse ¢ o caso da reagdo p25. Pois, essa reagdo ¢
particularmente essencial e, portanto, ndo pode ser desconsiderada nas simulagdes das

Figuras VI.2 e VL3, diferentemente das outras reacdes classificadas como nao-

sensiveis.
A) PTX 0.1nM 4 nm 10 nM 50 nt Wash
n
0 S 100 nM| [200 om
Experimental
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Figura V1.3 - Ativa¢do da corrente induzida em fungdo do aumento da [PTX]". (A) Comparagio
entre o registro experimental (Artigas e Gadsby, 2004) e a simulagdo. (B)

Comportamento das concentragdes dos subestados. Os demais subestados
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apresentaram concentragdes menores que 0,01 para as quatro simulagoes. (C) Taxas

das reacdes envolvendo a PTX.
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Figura VI.4 - Andlise de sensibilidade dos parametros. Os Pvalues (curva tracejada) foram
obtidos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O coeficiente de correlagdo (curva
continua) baseou-se na analise das distribui¢des acumuladas de simulagdes aceitaveis
e ndo-aceitaveis, considerando diferentes critérios (eixo x — valores percentuais da
média dos valores de todas as fungdes objetivas). A constante € considerada sensivel

quando o valor P ¢ menor que 0,05 e o coeficiente de correlagao é reduzido.
VI.3 - Discusséo
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O principal objetivo deste capitulo foi propor um modelo de reagdes para
investigar os mecanismos envolvidos nas interagdes do K' com o complexo PTX-
bomba de Na/K. No modelo, as reagdes envolvendo a PTX foram baseadas no modelo
de Albers-Post (Figura VI.1). As atividades dessas reacdes promovendo a ativagdo da
corrente induzida pela PTX foram testadas verificando a habilidade do modelo de
simular os dados experimentais de ARTIGAS e GADSBY (2004) e reagdes adicionais
foram propostas investigando mecanismos que ainda ndo estavam claros ou ndo foram
identificados experimentalmente (Figura VI.2). Posteriormente, os parametros
estimados foram validados simulando outra manobra experimental (Figura VI.3) e a
sensibilidade dos parametros das reacdes foi analisada (Figura VI.4). Para as
concentragdes de ATP e K™ consideradas, as simulacdes sugerem: (i) o subestado em
que o ATP permanece ligado ao sitio de alta afinidade ¢ o principal subestado da
enzima ao qual a PTX se liga; (ii) a taxa de ativagdo da corrente induzida ¢ limitada pela
desoclusdo de K" a partir do complexo PTX-bomba de Na/K; (iii) a oclusdo de K" em
canais induzidos pela PTX com ATP ligado ao sitio de baixa afinidade ¢ o principal
mecanismo responsavel pela reducio da afinidade da toxina.

Na simulagio I (Figura V1.2), como [(K"),E2] = [E1] =~ 0, a ligagdo da PTX aos
subestados E1 e (K"):E2 (descrita, respectivamente, pelas reagdes pl e p9) ndo ¢é
suficiente para reproduzir os comportamentos da taxa de ativagcdo e do valor de regime
permanente da corrente induzida pela PTX. Portanto, foi necessaria a adicdo da reacdo
p24 (simulagdes II, III e IV), representando a ligagdo da toxina ao subestado ATP,EI.
Posteriormente, também foi preciso incluir a reagdo p23 (simulagdo IV), prevendo que a
PTX pode se ligar também a enzimas no subestado ATP,(K'),E2. Na anélise de
sensibilidade de pardmetros (Figura VI.4), dentre os pardmetros o1, Opg, Olp23 € Olp2d,
apenas Oy4 foi classificada como sensivel. Portanto, em relacdo as reagdes que
descrevem a ligagdo da PTX a bomba, o sentido direto da reagdo p24 ¢ o mais
importante para a simulagdo da corrente induzida. Isso indica que variacdes da
[ATP,E1] causam maiores alteragdes do comportamento da ativagdo da corrente
induzida pela PTX do que variagdes das concentragdes dos subestados E1, (K'),E2 e
ATP,(K"),E2.

As simulagdes sugerem que a toxina € capaz de reagir com diferentes subestados
conformacionais da bomba, dando suporte as hipoteses de¢ HABERMANN (1989) e
ARTIGAS e GADSBY (2004). Contudo, como observado por ARTIGAS ¢ GADSBY
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(2003a, 2003b e 2004) e ARMEL e APELL (2006), as simulagdes indicam que a
afinidade da bomba a PTX ¢ alterada pela presenga do K*. Comparando as reagdes pl e
p9, € possivel observar que a afinidade da enzima a PTX (Kdprx, p1 = Bpi/0p1 = 0,6 nM e
Kdprx, po = 09/Bpo ® 30 nM) reduz aproximadamente 50 vezes. Similarmente, para as
reagoes p23 e p24 (Kdprxps = PBps/ops = 1,00><101 nM e Kdprx, p4 =
Bp24/0p24 = 0,07 nM), novamente o K" reduz a afinidade, nesse caso de
aproximadamente 100 vezes. Analisando os parametros relacionados com a dissociagao
da PTX (Bp1, Bpo» Bp23 € Ppa4), a constante Pz (reagdo p23), associada com a taxa de
dissociagdo a partir do subestado PTXATP,(K'),E, foi a unica classificada como
sensivel (Figura VI.4), indicando que esse ¢ o principal caminho pelo qual a toxina se
desliga da bomba. Todas essas observacdes a partir das simulagdes computacionais
reforcam a suspeita de que o ion K' reduz a afinidade da bomba de Na/K a PTX
desestabilizando a ligacao da toxina e, conseqlientemente, aumentando principalmente a
sua taxa de dissociagao (ARTIGAS e GADSBY, 2004; HARMEL e APELL, 2006).

Resultados experimentais (TOSTESON et al., 2003; ARTIGAS ¢ GADSBY,
2003a, 2003b e 2004; HARMEL e APELL, 2006) permitem levantar a hipétese de que
reagOes relacionadas com o ciclo do bombeamento idnico podem persistir mesmo
quando a PTX permanece ligada a bomba. Esse ¢ o caso das reagdes p6, p7, pl0 e p21.
As simulagdes ndo somente suportam essa hipdtese mas também sugerem que a reacdo
p22, que ¢ analoga a reagdo 4 do ciclo de bombeamento, ndo deve ocorrer enquanto a
PTX estiver ligada. Nas simulagdes III e IV (Figura VI.2), o e Bp22 foram obtidas
nulas. Isso indica que a liberagio do K™ a partir do subestado PTXATP,(K"),E,
formando o subestado PTXATP,E, ¢ improvavel.

Para reproduzir a taxa de ativagdo e a corrente de regime permanente (Figura
V1.2, simulagdes III e IV), foi necessario incluir as reagdes p25 e p26. A partir das
atividades dessas reagdes durante as simulacdes, ¢ possivel inferir que a oclusdo do K e
a sua posterior liberacao resultam no subestado PTXATP,E*. Portanto, as simulagdes
sugerem que os canais induzidos com ATP ligado aos sitios de baixa afinidade como
sendo os mais provaveis para sustentar a corrente induzida pela PTX. Apesar da reagdo
p26 apresentar a menor taxa (Figura VI.3), dentre as rea¢des que contribuem para a
ativacdo da corrente, as suas constantes sdo sensiveis e, portanto, importantes para

simulagdo. Portanto, a simulac¢do sugere a reagdo p26 como determinante da baixa taxa
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de ativagdo da corrente induzida na presenca de K', observada experimentalmente por
ARTIGAS e GADSBY (2004).

Analisando os parAmetros das reacdes que descrevem a oclusio de K no
complexo PTX-bomba (reagdes p6, p25 e p26), somente a constante 3,10 foi classificada
como sensivel (Figura VI.4). Assim, sob as condigdes simuladas, a oclusdo de K™ em
subestados PTXATPLE* (sentido reverso da reagdo p26), por bloquear canais
responsaveis pela sustentacdo da corrente induzida, pode ser considerada a principal
reacio responsavel pelo efeito inibitério do K sobre atuagdo da PTX sobre a bomba.

No caso da reagdo p6, a contribui¢io dessa reagio para as interagdes entre K’ e o
complexo PTX-bomba ¢ mais marcante quando a concentracdo intracelular de ATP ¢
nula. Pois, nesse caso, os canais induzidos sdo representados basicamente pelo
subestado PTXE, o qual ¢ afetado diretamente pela atividade da reagdo pb6
(Capitulo IV). A reagdo p25, por outro lado, além de contribuir para o bloqueio de
canais induzidos nas simulag¢des apresentadas, deve ter uma atuagdo preponderante
quando os canais induzidos podem ser fosforilados. Como a fosforilagdo da enzima
favorece o efeito toxico (ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004), a oclusdo do K", de acordo
com as simulagdes levando a formacio dos subestados PTXATP,(K"),E, deve reduzir a
toxicidade da PTX. A ocupagdo do sitio de baixa afinidade pelo ATP impossibilita a
fosforilagdao da enzima. Portanto, supondo uma alta afinidade do complexo PTX-bomba
para oclusdo do K em comparagdo com a oclusio do Na', esse mecanismo justificaria
os valores reduzidos da taxa de ativacio da corrente na presenca do K™ mesmo quando a
PTX era aplicada durante a perfusdo da membrana com solugdo intracelular contendo
ATP e Na' (ARTIGAS e GADSBY, 2004).

Nos ultimos anos, as interagdes da PTX com a bomba de Na/K tém ganhado
grande aten¢do. Tem sido proposto que a PTX ¢é uma ferramenta util para investigar os
estados conformacionais que a bomba de Na/K pode assumir. Nesse sentido, o estudo
dos mecanismos cinéticos envolvidos nas interagdes entre a PTX ¢ a bomba de Na/K
contribuira para a elucidagdo dos diferentes passos da bomba durante o seu
funcionamento transportando Na" e K' através da membrana. Nesse capitulo, foi
proposto um modelo de reagdes (Figura VI.5SA) com o qual foi possivel simular dados
experimentais sobre a interferéncia de ATP e K" sobre a corrente induzida pela PTX
através da bomba de Na/K. Para os casos simulados, em que as concentracdes de ATP e
o K’ sdo mantidas constantes, a analise da sensibilidade do modelo aos parimetros

permite deduzir quais reagdes sdo realmente essenciais para reproduzir o
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comportamento da corrente induzida pela PTX e, assim, ¢ possivel propor um modelo

resumido para estudar o efeito da toxina nessa situagdo (Figura VI.5B).

................................................................................................................

—

@
[ D
2K
iextra intra
| \
! TP,
| = |
= - |
TP,
(A b S

o Modelo de Albers-Post | Modelo para o complexo PTX-bomba |

extra intra | extra intra i

i TP, EFTX. PT TP, |

| \@ AN —

! @28

5 -

| 5 E

; ATP 5 extra intra

i i F'TXI *

' | AP,

2K

|

| pr

e, |
(B

91



Figura VLI.5 — Modelo de reagdes para as interagdes da PTX com a enzima Na/K-ATPase
quando ATP e K estdo presentes. (A) Modelo completo. (B) Reagdes sensiveis e/ou

essenciais para reproduzir a ativagdo da corrente induzida.

92



Capitulo VII — Efeitos simultaneos de K* e da
fosforilacao sobre os canais induzidos pela PTX

O modelo para explicar a atuagdo da PTX sobre a bomba de Na/K foi
desenvolvido, nos capitulos anteriores, em trés etapas. Na primeira (Capitulo IV), foram
propostas reagdes para explicar as interagdes do complexo PTX-bomba com os ions Na"
e K', na auséncia de ATP. Nessa situagdo ndo ocorre a fosforilagdo e, portanto, as
reacdes dos ions Na" e K' com enzimas livres ou apenas ligadas a PTX sdo favorecidas.
De forma diferente, na segunda etapa (Capitulo V), foi considerada a presenca de ATP
intracelular. Nesse capitulo, o ion K" ndo foi considerado e o modelo de reacdes
proposto descreve a fosforilagdo e a desfosforilagdo do complexo PTX-bomba na
presenca do Na'. Na terceira etapa (Capitulo VI), o modelo de rea¢des descreve o
comportamento do complexo PTX-bomba de Na/K na situacdo em que a membrana ¢
perfundida com solugdes contendo K™ e ATP e livres de Na'. No presente capitulo, o
objetivo foi reunir todas as reacdes propostas nos capitulos anteriores em um unico
modelo para estudar a dinamica do complexo PTX-bomba quando a membrana ¢
perfundida com solugdes contendo Na” K™ e ATP, simultaneamente. Portanto, foram
estudados os efeitos simultineos do K™ e da fosforilagio sobre o complexo PTX bomba
de Na/K. Como foi discutido previamente, o ion K* ¢ o principal inibidor do efeito da

toxina e, por outro lado, a fosforilagdo favorece o seu efeito toxico.

VII.1 - Métodos

Seguindo a metodologia empregada nos capitulos anteriores, o modelo de
reacdes pode ser dividido em duas partes: uma consiste nas reacdes do modelo de
Albers-Post ¢ a outra compreende as reagdes propostas para explicar o efeito da PTX
sobre a bomba. Como neste capitulo o nimero de parametros estudados em uma unica
simulagdo ¢ elevado, o método de andlise de sensibilidade do modelo aos pardmetros,

descrito no Capitulo VI, também foi utilizado.
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VII.1.1 — Modelo de reac¢bes de Albers-Post

A corrente induzida pela PTX foi estudada em situagdes em que os meios intra e
extracelulares podem conter Na™ ou K'. Além disso, em todos os casos o meio
intracelular contém ATP. Portanto, todas as reagdes do modelo de Albers-Post descritas
nos capitulos anteriores (Tabelas IV.1, V.1, V.5 e VI.1; reacdes 1-15) foram necessarias
para descrever, no presente capitulo, as enzimas nao-modificadas. Além dessas reagoes,
foi necessario representar a desfosforilagdo da bomba facilitada pela oclusio do K"
(Tabela VIIL.1): (i) reagdo 16 — oclusdo de K em enzimas no subestado PE2, que causa a
transi¢do para o subestado (K'),E2; (ii) reagdo 17 — oclusdo de K" em enzimas no

subestado ATP,PE2 que leva a formacao do subestado ATPb(K+)2E2.

Tabela VII.1 — Reagdes do modelo de Albers-Post para desfosforilagdo da bomba, acelerada
pelo K7, e suas respectivas taxas. o e fj sdo, respectivamente, as constantes das taxas

do sentido direto e reverso da reagdo j e Kdg ¢ a constante de dissocia¢io de K.

Reacdo Taxa da reagdo

. K1° N ;
16 2K*° + PE2«——(K"),E2 + P! e =06 J[—]L[PEN—Bm[(K ), E2][P']
([K]O + KdK)2

. K1° N .
17 2K*° + ATRPE2«——(K*),E2+P' Tn7=0y7 ([J[O—]%[ATPDPEM—BM[ATPD(K )2 E2][P']
K] + K K

VII.1.2 — Modelo de reagbes para o complexo PTX-bomba

Neste capitulo, foram consideradas todas as reagdes propostas anteriormente
(Figuras IV.5, V.5 e VL5; reagdes pl-p26). Dentre essas reagdes, somente a reagdo pll

sofreu uma modificagdo para explicitar o efeito do Na' intracelular sobre a fosforilagéo
dos canais induzidos: 3-Na™' + PTXATP,E «—>PTXPE +3Na™ + ADP' + P'. Logo, a taxa

dessa reagdo passou a ser dada por:

(Na*]%)?
(INa*1° + Kdg)®

([Na*]"?

N T 1 Kdo) [PTXATP,E1] - B 3 [PTXPE][ADP] [P
Na

rp31=0tp31 (701)
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Além dessas reagdes, neste capitulo foram incorporadas novas reagdes que
descrevem mecanismos de bloqueio e fosforilagdo de canais induzidos (Tabela VII.2).
A reagio p27 representa a oclusio de K™ em canais induzidos no subestado PTXE*
resultando na formagdo do subestado PTX(K"):E. No caso da reacdo p28, além da
oclusdo do K em canais do tipo PTXPE formar o subestado PTX(K'),E, ocorre a
liberagdo de P. A inclusdo dessas duas reagdes ¢ justificada pelo fato de que o ion K*
aumenta a taxa de decaimento da corrente induzida mesmo quando a [ATP] ¢ igual a
1 uM (ARTIGAS e GADSBY, 2003b). Nessa condi¢cdo, como indicam as simulagdes
do capitulo V, a corrente induzida pela PTX ¢ sustentada principalmente por canais

induzidos nos subestados PTXPE e PTXE*.

Tabela VII.2 — Reagdes propostas para o complexo PTX-bomba de Na/K e suas respectivas
taxas. o e Bj sdo, respectivamente, as constantes das taxas do sentido direto e reverso

da reagdio j e Kdk é a constante de dissociagdo de K.

Reagoes Taxas das reagdes
K+1° 2
+,0 + fp27 =% p27 Er[ 0 D) 7 [PTXE*] -
p27 2-K™" + PTXE*«—PTX(K™),E (IK™T" + Kdg )

~Bp27[PTX(K),E]
(K*1°)?

([K*1° + Kdy )

~BpasPTX (K ), E][PT

rp23 =0p28 [PTXPE] -

p28  2.K*0 4+ PTXPE «——>PTX(K*),E + P!

(K'1°)?

g =0 29+7[PTXATPDE*]—
p29  2-K*'°+PTXATRE*«——PTXATR(K™),E g PR + kg )?
= Bp2o[ PTXATR, (K™), E]
(K19’
) r 30 =0 30+7[PTXATPDPE] -
p30  2-K"°+PTXATRPE«——>PTXATR(K*),E+P' P PP KT+ Ky )?
— B30l PTXATR, (K™), E][PY'

([Na*1°)’
([Na*1° + Kdyg)
B p3i[PTXPE][ADPT'[P]'

3-Na™° + PTXATR,E «—>PTXPE + ADP' + Mp31 = ®p3] 3 [PTXATP,EI] -

+P' +3Na*°

p31

ARTIGAS e GADSBY (2003b) mostraram que o K' extracelular também
acelera o decaimento da corrente quando a [ATP]' ¢ igual a 5 mM. Segundo as
simulagdes do capitulo V, nessa condi¢do, a corrente induzida pela PTX ¢ sustentada
principalmente pelos canais induzidos nos subestados PTXATP,E* e PTXATP,PE.

. , . . ~ ~ +
Portanto, foi necessario incorporar uma rea¢do que descrevesse a oclusio de K' em
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enzimas ocupando esses dois subestados (reagdes p29 e p30, respectivamente). As duas
reagdes formam o subestado PTXATPb(K+)2E, porém, no caso da reacdo p30 ocorre
também a liberagao do P.

ARTIGAS ¢ GADSBY (2004) observaram que a taxa de ativagdo da corrente
induzida depende linearmente da [PTX]® quando a solugdo de perfusdo extracelular
contém apenas Na', dentre os ligantes da bomba, e a intracelular, ATP e K" ouNa". Por
outro lado, quando o ion K" esta incluido na solucdo extracelular, os autores observaram
que a taxa de ativagdo da corrente permanece reduzida mesmo para valores elevados da
[PTX]°. Esses resultados sugeriram que o fon Na' pode causar a fosforilagdo de canais

induzidos mesmo a partir da face extracelular, justificando a inclusdo da reagdo p31.

VII.1.3 — Modelo matematico

Considerando as taxas das reagdes 1-17 e pl-p31, as variagdes das

concentragdes dos subestados foram calculadas resolvendo as seguintes equagdes:

dt
d[E2] 4Ty =TTy (7.03)
dt
d[Naj E1]
S - 7.04
dt 277 (00
d[(Na+)2 E2]
— =y T 7.05
- 4+ g (7.05)
+
d[(K™), E2] . (7.06)
dt
d[ATP4El
AR BN b r s — 1oy (7.07)
dt
d[PE2]
=Tg—I7+Ig—Tg+T 7.08
at 6—T7 +13 —Ne +Tpi4 (7.08)
d[ATP,PE2] _ Mg —To — M2 — M7 +Tpis (7.09)
dt
ATP,E2
—d[ dlzb ]=r9 +r10+r11+rp19 (710)
d[ATP,PE1
SLATR, PR d:) 1 M2 =13 =Ip2o (7.11)
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d[ATP, (K ), E2]

" =Ng =Ns+h7 =Tp23 (7.12)
% =Tp1 +Tp2 +Tp3 —Fpg +Tps =Tpe +Tp7 —Tp1o +Ip1g (7.13)
@ =Tp12 = Tpi6 —Fp1s —Fp27 (7.14)
d[PTX((jI:+)2E]=rp6—rp7—rp9+rp27+rp28 (7.15)
d[PTX((lj\ian)z E] = o4 —Tps —Fos (7.16)
d[PTX:tTPa E]_ Fo10 = Tpi1 +p24 —Fp2s — T3l (7.17)
d[PTX'Z\:PbE*] =TIpi6 +p17 =Tp19 +p26 =Ip29 (7.18)
—d[PZ(PE] =Tp11 =Vp12 =Ip13 = Fp14 +p31 —Ip2s (7.19)
d[PTXg:’Pb PE] _ 13 = Tp1s = p17 +p20 = Tp30 (7.20)
d[PTXATZt;(KJf)z E]_ o1 +Tp23 +Fp2s —p26 + p20 +Fp30 (7.21)

Considerando todos os subestados que representam canais induzidos abertos, as

permeabilidades dos ions Na' e K" foram calculadas por:

RPTX =y - (P [PTXE] + Pyy[PTXATP, E]+ Py3[PTXPE] + Pyy[PTXE ]+
+ Pys[PTXATR, PE]+ Pyg[PTXATR, E*])

(7.22)
onde PPTX ¢ a permeabilidade do ion (Na“ ou K'), vion ¢ uma constante de
proporcionalidade e Py; (j = 1,...,6) sdo coeficientes que traduzem a probabilidade de
abertura dos canais nos subestados correspondentes.

A corrente induzida pela PTX foi calculada fazendo J .0\ (t)=J,, + J, , onde

ZionFVm
F2V fionTe ® —[ion]°
Jig =PI 22, T Y LiON] ¢ Lionl” (7.23)
RT =
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VIl.1.4 — Métodos e parametros do modelo

Os procedimentos para solucao das equacdes diferenciais, ajuste de parametros e
simulagdo da corrente induzida pela PTX foram os mesmos empregados nos capitulos
anteriores.

Na tabela VIIL.3, s3o apresentados os valores das constantes das reagdes do
modelo de Albers-Post, que foram os mesmos valores usados nas simulagdes anteriores.
Foram incluidos também os valores das constantes das reagdes 16 ¢ 17. No caso da
reacdo 16, as suas constantes foram extraidas do trabalho de HEYSE et al. (1994).
Supondo que a ligagdo de ATP aos sitios de baixa afinidade ndo altera a afinidade da

enzima fosforilada a oclusido de K (CAMPOS ¢ BEAUGE, 1994), as constantes o7 ¢

B17 foram admitidas iguais, respectivamente, as constantes dis € Bie.

Tabela VII.3 — Constantes das reagdes do modelo de Albers-Post.

Valores das constantes

Reacao
o Bi
1 1,00 x 10%s! 1,00 x 1075
2 2,00 x 10> mM's™ 8,00 x 10°s™
3 5,00 x 10' s 5,00 x 107's!
4 1,00 x 10" s 5,00 x 10' s
5 1,50 x 10* mM's™ 1,64 s
6 1,99 x 10*s™ 1,00 mM's™
7 1,90 s 6,00 x 10' mM's
8 1,60 x 10’ mM™'s™ 1,60 x 10° s
9 1,90 s 6,00 x 10' mM's™
10 1,60 x 10° mM's™ 1,60 x 10% 5™
11 1,60 x 10" mM's™ 1,60 x 107 s™
12 6,67 x 10° mM's™ 0,00
13 1,35x10"s™ 0,00
14 5,00 x 10> mM s 5,00 x 10" s™
15 2,20 x 10" ™! 2,415
16 1,00 x 10° s~ 500x 10° mM s
17 1,00 x 10° s~ 5,00 x 10° mM s
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Os valores das constantes das reacdes envolvendo a PTX, estimados nos

capitulos anteriores, estdo representados na tabela VII.4. No presente capitulo, foram

estimadas somente as constantes das reagdes p27 — p31.

Tabela VII.4 — Constantes do modelo para o complexo PTX-bomba de Na/K.

Valores das constantes

Reacao
o Bi

pl 1,00 x 10° mM's™ 5,98 x 105!
p2 1,00 x 10° mM™'s™ 5,98 x 10™s™
p3 1,00 x 10° mM™'s™! 0,00
p4 2,12 x 10! 0,00
PS5 1,70 x 10*s™ 0,00
p6 1,06x 10" s 0,00
p7 520x% 107" 0,00
ps8 8,80 x 1075 0,00
P9 2,15x107%s™ 6,67 x 10° mM s
pl0 1,50 x 10* mM's™ 1,64 s
pll 6,67 s 0,00
pl2 1,45 x 10725 0,00
pl3 1,33 mMs™! 4,00 x 1025
pl4 5,00 x 10*s™ 1,23 x 10°mM's™!
pl5 7,33 x 10*s™ 1,20 x 10°mM's™
pl6 1,33 mM’'s™ 4,00 x 1072 s
pl7 1,45 x 10725 0,00
pl8 3,42 x107%s™ 0,00
p19 1,50 x 10*s™ 0,00
p20 2,16 x 10°mM's™ 4,00 x 1072 s
p21 1,33 mM's™ 4,00 x 1072 st
p23 1,35 x 10° mM™.s™ 1,31 x 1025
p24 5,00 x 10> mM™'s™ 3,00 x 107 ™!
p25 1,00 x 10%s™ 0,00
p26 6,16x107° 5! 4,92x107 5!
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Para as demais constantes, foram considerados os mesmos valores utilizados nas
simulagdes dos capitulos anteriores: (i) yna = 1,00 € yx = 1,15 (Equagdo 7.22);
(i) Kdna =4 mM e Kdg=12mM; (iii) Po; = 0,15, Py, = 0,24; Py3 = 0,24, Py = 0,24,
Pys= 10,90 e Pos= 0,90 (equagdo 7.22).

VIIl.2 - Resultados

VIl.2.1 — Ativagdo da corrente induzida nas presencas de Na’
extracelular e K* e ATP intracelular

ARTIGAS e GADSBY (2004) investigaram a ativacao da corrente induzida pela
PTX quando a membrana é perfundida com Na' extracelular e K™ e ATP intracelular
(Figura VII.1 — circulos). Nessas condi¢des, a taxa de ativagcdo depende linearmente da
[PTX]° de forma semelhante ao caso em que as solugdes de perfusdo contém apenas
Na', extra- e intracelular, e ATP, intracelular (Figura V.4). A curva dose-resposta da
corrente de regime permanente em fungio da [PTX]° indica uma afinidade aparente da
toxina menor do que a observada na Figura V.4, porém maior do que quando as
solugdes de perfusdo contém K", intra- e extracelular, e ATP, intracelular (Figura VI.2).

Simulando esses dados experimentais, foram adotadas as seguintes condic¢des
iniciais: [Na']° =160 mM, [K']' =150 mM, [ATP]' =5 mM, [PTX]° = [K']°=[Na']' =
[ADP]'=[P]'= 0 mM e V,, = -20 mV. Apds o sistema atingir o regime permanente sob
essas condigdes, a [PTX]° foi alterada de 0 para valores no intervalo de 0,1 a 200 mM e
a taxa de ativagdo e a corrente de regime permanente foram determinadas.
Considerando somente as reagdes pl-p26, cujas constantes ja foram estimadas,
juntamente com a reagdo do ciclo de bombeamento do modelo de Albers-Post (reagdes
1-17) os valores da taxa de ativacdo e da corrente de regime permanente foram sempre
inferiores aos valores experimentais. Isso ¢é justificado pelo fato de que, sob as
condigdes consideradas, as enzimas da bomba se encontram principalmente nos
subestados ATP,E1 ([ATP,E1] = 0,95) e ATPy(K"),E2 ([ATPy(K"),E2] ~ 0,05). Pois, a
aplicacdo da PTX causa a formagio do subestado PTXATPy(K),E por meio da reagdo
p23 e, também, da ocorréncia em cadeia das reagdes p24, pl0 (sentido inverso), p6 e

p21. Pode-se observar no capitulo VI que a transi¢io do subestado PTXATPy(K"),E
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para PTXATPyE*, que representa a abertura de canais induzidos, ¢ lenta (como indicam

os valores reduzidos da constante da reagdo p26).

1
0.1 0.8
£ x 50.6
- !
© []
0.2

20 40 60 80100120 9370 100
o]
[PTX]° (nM) PTX® (nM)

Figura VI.1 -Taxa de ativagdo e valor de regime permanente da corrente induzida pela PTX nas
presengas de Na' extracelular e ATP e K intracelulares. Comparagdo entre dados

experimentais (circulos; Artigas e Gadsby, 2004) e simulagéo.

Para aumentar a afinidade aparente da PTX e, assim, reproduzir melhor o
comportamento da corrente de regime permanente, foi necessario considerar uma reagao
de desoclusdo do K a partir do subestado PTXATP,(K"),E. Como para a reagdo p25 foi
considerado apenas o sentido direto nas simulagdes do capitulo VI, a constante Bys do
sentido reverso (que causa a liberagdo do K') pode ser ajustada para a simulagdo deste
capitulo. Considerando que os ions de Na', mesmo na face extracelular, podem ter
acesso aos seus respectivos sitios nos canais induzidos no subestado PTXATP,E, a
reacdo p31 deve ter uma contribui¢do importante para a indugdo da corrente, causando a
fosforilagdao das enzimas. Isso indica também que a reagdo p24, por formar o subestado
PTXATP,E (a partir do qual pode ocorrer a fosforilacdo), deve ser necessaria para
reproduzir os dados experimentais. As constantes dessas reacdes (0lp24 € Bp24) puderam
ser reajustadas para a4 > 500 s (capitulo VI).

A constante ayp3; foi considerada igual a o, (6,67 s'l). Essa consideragao ¢
razoavel porque a fosforilagido da enzima depende apenas da presenca de 3Na" e ATP
em seus respectivos sitios, ndo importando se eles tenham originado do meio intra- ou
extracelular. Ajustando simultaneamente as constantes o4 (1,00 x 10° mM'ls'l), Bpoa
(Brp2s = 0p24Bp10Pp1.ats/opioapiPBs = 1,10 x 10 s'l) e Bpas (1 x 107! s'l), foi possivel
reproduzir os comportamentos da taxa de ativagdo e do valor de regime permanente da

corrente induzida (simulagao II).
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Para estudar a contribuicdo de cada reagao e subestado, uma nova simulacao foi
realizada aumentando gradativamente a [PTX]° durante a ativagdo da corrente induzida
(Figura VIL.2A). Como pode ser observado, [PTXATP,E*] e [PTXATP,PE] aumentam
simultaneamente a redugéo de [ATP,E1] e [ATPy(K"),E2] (Figura VIL.2B).

Analisando as reacdes que apresentaram taxas superiores a 1 x 107 s
(Figura VIL.2C), conclui-se que a reacdo p24 ¢ essencial para a ligagdo da PTX as
enzimas. A reagdo p31 causa a fosforilacdo dos canais induzidos e, em seqiiéncia, a
reacdo pl3 causa a ligacdo de ATP aos sitios de baixa afinidade formando o subestado
PTXATP,PE. Esse ¢ um dos subestados responsaveis pela sustentagdo da corrente
induzida, como mostrado na Figura VII.2B. A desfosforilagdo da enzima a partir desse
subestado (reagdo pl17) leva a formacao do subestado PTXATP,E*, que ¢ o principal
subestado responsavel pela sustentacdo da corrente induzida. A reagdo p26 causa a
oclusio de K" que resulta no bloqueio de canais induzidos formando o subestado
PTXATP,(K"),E. A partir desse subestado, a desoclusdo de K™ por meio do sentido
reverso da reacao p25 permite a reabertura de canais induzidos, os quais podem ser
fosforilados novamente. As reagdes pl5 e pl9 contribuem reduzindo a corrente
induzida, causando a dissociacdo da PTX, e a reacdo p23 causa a ligacdo da PTX as
enzimas, formando o subestado PTXATPb(K+)2E.

A simulagdo da Figura VII.2 foi a escolhida para a analise de sensibilidade dos
parametros do modelo. Utilizando o mesmo método (GSA) descrito no Capitulo VI,
foram analisadas todas as constantes das reagdes descritas na Figura VII.2. Como se
pode observar, somente a constante o4, da taxa de ligacdo da PTX a enzimas no
subestado ATP,E1, foi classificada como sensivel (Figura VIL.3). As demais constantes
apresentaram P-values (obtidos por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov) e
coeficientes de correlacdo ambos aproximadamente iguais a 1 e, conseqiientemente,
foram classificadas como ndo-sensiveis. Portanto, a reagdo p24 ¢ a mais importante para
a simulagdo de ativacdo da corrente induzida nas presencas de Na' extracelular e ATP e

+ .
K" intracelulares.
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Figura VIL.2 — Ativagdo da corrente induzida em fungdo do aumento da [PTX]°, quando a
membrana é perfundida com Na' extracelular (160 mM) e K (150 mM) e ATP
(5 mM) intracelulares. (A) Corrente induzida durante a  simulagdo.
(B) Comportamento das concentragdes dos subestados. Os demais subestados
apresentaram concentragdes menores que 0,01. (C) Taxas das reagdes envolvendo a

PTX.
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Figura VIL.3 — Analise de sensibilidade dos parametros durante a simulacdo de ativagdo da
corrente induzida nas presengas de Na' extracelular e ATP e K intracelulares. Sio
apresentados os valores P (curvas tracejadas), obtidos pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, ¢ do coeficiente de correlagdo (curvas continuas) para a analise das
distribui¢des acumuladas de simulag¢es aceitaveis e ndo-aceitaveis, considerando
diferentes critérios (eixo x — valores percentuais da média dos valores de todas as

fungdes objetivas).

VII.2.2 — Decaimento da corrente induzida promovido por K* extracelular

ARTIGAS e GADSBY (2003b) observaram que o decaimento da corrente
induzida promovido pelo K™ ¢ mais lento quando a solugdo intracelular de perfusio
contém ATP. Reproduzindo a manobra experimental, foram consideradas as seguintes
condigdes iniciais: [PTX]° =0 mM, [Na']° = 160 mM, [Na']'= 150 mM, [K']°=[K']' =
[ADP]' = [P]' = 0, [ATP] = 1 uM e V,, = -20mV. Apoés o sistema atingir o regime
permanente sob essas condigdes, a [PTX]® foi alterada para 100 nM, provocando a
ativacao da corrente induzida, como indicado na figura VIIL.4A. Posteriormente, o
decaimento da corrente induzida foi estudado alterando, simultaneamente, a [PTX]° de
100 nM para 0 nM, a [Na']° de 160 para 0 mM e a [K']° de 0 para 160 mM.

Sem considerar as reagdes p27 e p28, o decaimento da corrente induzida foi
mais lento na simulagdo. Isso indicou a necessidade de incluir as reagdes p27 e p28, que
causam o bloqueio de canais induzidos. Para reduzir os graus de liberdade, a reagao p27
foi suposta apresentando somente um sentido de ocorréncia, representando o efeito
resultante da reagdo. Nesse caso, Bp27 foi considerada nula. No caso da reagdo p28, Bpos
foi admitida nula porque a concentragdo de P intracelular foi igual a zero na simulacao.
A constante oyg foi considerada igual o7, admitindo que os subestados PTXPE e

PTXE* tenham a mesma afinidade para a oclusio de K. Ajustando a7 (3,20 x 10° s
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e opg (3,20 x 107 s, foi possivel reproduzir a aceleragio, provocada pelo K, do

decaimento da corrente induzida (Figura VII.4A — curva continua).

A)

B)

<)

PTX K

00 800 1000

0 200 400 6
t(s)
1c o [PE2]
¢ [K"),E2]
x [PTXE"]
05 v [PTXPE]
o B S PFe S esoe gy 2K PTX®
0 00 400 600 800 1000 E ®9
t(s) PTXE* 62 PTX(K'),E ‘—Z (K).E,
-3 P
x 10
2.5 PTXPE
ADP.
2 )
3Na‘L/ R ©25
. PTXATPE PTXATP, (K"),E

-
O X 82 <Rwd
©
-
-

800 1000

Figura VII.4 — Decaimento da corrente induzida provocado por K' extracelular. (A)

Comparagdo entre os dados experimentais (circulos, ARTIGAS ¢ GADSBY, 2003b) ¢
simulacdo (curva continua). Apds atingir o estado permanente, dadas as condigdes
iniciais e de contorno ([Na']® = 160 mM, [Na']' = 150 mM, [PTX]° = 100 nM, [ATP]' =
1 uM, [ADP]'=[P]'= [K'] =[K']°=0mM e V,, =-20 mV), o decaimento da corrente
foi simulado fazendo as seguintes alteracdes simultaneas: [PTX]° = 0 nM, [Na']° = 0
mM e [K']° = 160 mM. (B) Comportamento das concentracdes dos subestados PTXE,
Na";El e PTX(K"),E. Os demais subestados apresentaram concentracdes menores que
0,01 durante a perfusdo com K. (C) Taxas das reacdes envolvidas na simulacio e o

diagrama esquematico correspondente.

Nas Figuras VIL.4B e 4C, sdo apresentadas, respectivamente, as concentracdes

~ . . ~ ~ +
dos subestados e taxas das reagdes envolvidas na simulagdo. Antes da perfusao com K

extracelular, a corrente induzida ¢ sustentada por canais nos subestados PTXE*
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([PTXE*] = 0,95) e PTXPE ([PTXPE]~0,05). Durante a aplicacdo do K, as atividades
das ragdes p27 e p28 bloqueiam esses canais, formando o subestado PTX(K"):E, e
causam o decaimento da corrente. A partir do subestado PTX(K"),E, a dissociacdo da
PTX por meio da reacdo p9 promove o decaimento permanente da corrente induzida.
Por outro lado, a desoclusdo do K a partir desse subestado (reagdo p7) permite que o
ATP se ligue ao sitio de alta afinidade (reacdo p10), levando posteriormente a formagao
dos subestados PTXPE (reacao pl1) e PTXE* (reagdo pl2), retardando o decaimento
provocado pelo K da corrente induzida. Esse retardamento do decaimento da corrente
somente ndo ¢ maior por causa das atividades em cadeia das reagdes p25 e p21, que
contribuem para o bloqueio dos canais formando o subestado PTX(K"),E.

A sensibilidade das constantes das reacdes descritas na Figura VIL.4 foi
analisada durante o decaimento provocado pelo K’ da corrente induzida pela PTX.
Como se pode observar, somente a constante o7, da taxa do sentido direto da reacdo
p27, foi classificada como sensivel (Figura VIL.5). As demais constantes apresentaram
P-values (obtidos por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov) e coeficientes de
correlacdo ambos com valores elevados (~1) e, conseqiientemente, foram classificadas
como nao-sensiveis. Portanto, a reacao p27 foi a mais importante para a simulagdo em
que o K extracelular acelera o decaimento da corrente induzida pela PTX na presenca

de 1 uM de ATP intracelular.
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Figura VIL.5 - Analise de sensibilidade dos pardmetros durante a simulacdo do decaimento da
corrente induzida, promovido pelo K™ extracelular, na presenca de 1 uM de ATP
intracelular. S3o apresentados os valores P, obtidos pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, e do coeficiente de correlagdo para a analise das distribui¢des acumuladas
de simulagdes aceitaveis e ndo-aceitaveis, considerando diferentes critérios (eixo X —

valores percentuais da média dos valores de todas as fun¢Ges objetivas).
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ARTIGAS e GADSBY (2003b) observaram que o decaimento provocado por K"
da corrente induzida pela PTX ¢ ainda mais lento quando a [ATP]' é igual a 5 mM
(Figura VII.6A-circulos). Para simular a manobra experimental, o procedimento foi
igual ao usado na simula¢do da Figura VIL.4. A tnica diferenga € o valor da [ATP], que
agora ¢ igual a SmM. Se as reagdes p29 e p30 nao sdo consideradas na simulacao, o
decaimento da corrente induzida ¢ mais lento do que o observado nos dados
experimentais. Isso indica a necessidade dessas duas reagdes, que promovem o bloqueio
de canais induzidos nos subestados PTXATP,E* e PTXATP,E. Pois, para esse valor da
[ATP]' ¢ na presenca de Na' intracelular, esses dois subestados sustentam a corrente
induzida. Para reduzir os graus de liberdade, de forma andloga a reagdao p27, a reagao
p29 foi considerada ocorrendo apenas no sentido que deve ser o resultante da reacao.
Portanto, By foi assumida igual a 0. Além disso, ap3o foi considerada igual a a9
supondo que nao existe diferenga para a oclusio do K™ nos subestados PTXATP,E* e
PTXATP,PE. Bp30 foi considerada nula, pois [P]i = 0. Ajustando as constantes Otp29
(1,50 x 10° s e 0p30 (1,50 x 107 s™), a simulacio reproduziu o comportamento dos
dados experimentais (Figura VII.6A — curva continua).

As concentragdes dos subestados estdo apresentadas na Figura VIL.6B. A
perfusdo com K" extracelular reduz as concentragcoes dos subestados PTXATPLE e
PTXATP,E* e, simultaneamente, aumenta a [ATP,(K'),E2]. A partir das taxas das
reacdes (Figura VIL.6C) pode ser observado que as reagdes p29 e p30 causam o
decaimento da corrente induzida, formando o subestado PTXATPb(K+)2E. As reagoes
p23 e pl19 promovem o decaimento permanente, causando a dissociacdo da PTX. Por
outro lado, a desoclusdo de K™ por meio do sentido reverso da reagdo p25 retarda o
decaimento da corrente, permitindo que os canais sejam reabertos no subestado
PTXATP,E. A partir desse subestado, a reacdo pl1 causa novamente a fosforilacdo dos
canais induzidos e, posteriormente, as reacdes pl13 e pl7 formam, respectivamente, os
subestados PTXATP,PE ¢ PTXATP,E*.

A analise de sensibilidade das constantes das reagdes descritas na
Figura VIL.7 indicou que apenas a constante o9 € sensivel. Portanto, a reagdo p29 € a
mais importante para descrever o decaimento da corrente na presenca de K’

extracelular.
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Figura IV.6 — Decaimento da corrente induzida provocado por K extracelular. (A) Comparagio
entre os dados experimentais (circulos, ARTIGAS ¢ GADSBY, 2003b) e simulagdo
(curva continua). Condigdes iniciais: [Na']° = 160 mM, [Na']' = 150 mM, [PTX]° =
100 nM, [ATP] = 5 mM, [ADP] = [P]'= [K'] = [K'°"=0mM e V,, = -20 mV. O
decaimento da corrente foi simulado fazendo as seguintes alteragdes simultaneas:
[PTX]° = 0nM, [Na']° = 0 mM e [K']° = 160 mM. (B) Comportamento das
concentracdes dos subestados ATP,PE2, ATP,(K"),E2, PTXATP,PE ¢ PTXATP,E*.
Os demais subestados apresentaram concentragdes menores que 0,01 durante a perfusdo

com K. (C) Taxas das reagdes envolvidas e o diagrama esquemético correspondente.
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Figura VIL.7 - Analise de sensibilidade dos pardmetros durante a simulagdo do decaimento da
corrente induzida, promovido pelo K' extracelular na presenga de 5 mM de ATP
intracelular. Sdo apresentados os valor P, obtidos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
e do coeficiente de correlagdo para a analise das distribuicdes acumuladas de
simulagdes aceitaveis e ndo-aceitaveis, considerando diferentes critérios (eixo x —

valores percentuais da média dos valores de todas as fun¢des objetivas).

VII.3 — Ativagdo da corrente induzida nas presencas de K™ extracelular e
Na" e ATP intracelular

ARTIGAS e¢ GADSBY (2004) também estudaram a ativagdo da corrente
induzida pela PTX durante a perfusio da membrana com solu¢des contendo K, na face
extracelular, ¢ Na" e ATP, na face intracelular (Figura VIL.8A — circulos). Nessa
situacdo, foi observado que a taxa de ativacdo permanece reduzida mesmo para valores
elevados da [PTX]°, de forma semelhante ao que acontece quando as solugdes contém
apenas K e ATP (como pode ser observado na Figura VI.2). Além disso, a afinidade
aparente da PTX ¢ reduzida.

Reproduzindo a manobra experimental, as seguintes condi¢des iniciais foram
consideradas: [K']°= 160 mM, [Na']' = 150 mM, [ATP] = 5mM, [PTX]° = [ADP]' =
[P]i = [K+]i = [Na']° =0 e Vm = -20mV. Apds atingir o regime permanente nessas
condigdes, a [PTX]° foi alterada de 0 para valores no intervalo de 0,1 a 200 nM e as
taxas de ativacdo e as correntes de regime permanente foram estimadas. A comparacdo
entre a simulagdo (Figura VIL.8 — curvas continuas) ¢ os resultados experimentais
mostra que o modelo, sem nenhum novo ajuste de constante, captura os

comportamentos dos dados experimentais.
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Figura VI.8 -Taxa de ativagdo e valor de regime permanente da corrente induzida pela PTX nas
presencas de K' extracelular e ATP e Na' intracelulares. Comparacdo entre dados

experimentais (circulos; Artigas e Gadsby, 2004) e simulagao.

Para estudar o efeito de cada reag@o envolvida na ativacdo da corrente, uma nova
simulagdo foi realizada (Figura VIL.9). Nessa simulacdo, partindo das mesmas
condigdes iniciais descritas no paragrafo anterior, a [PTX]® foi aumentada de forma
gradativa durante a ativacdo da corrente (Figura VII.9A). Simultaneamente, podem ser
observadas as concentragdes dos subestados (Figura VII.9B) e as taxas de cada uma das
reagdes envolvidas (com valores maiores que 10°s™) (Figura VIL.9C). Pode-se observar
que PTXATPLE* ¢ o principal subestado responsavel pela sustentagdo da corrente. A
sua concentragdo aumenta durante a simulag¢do, simultaneamente a reducdo da
concentracdo de enzimas no subestado ATPy(K"),E2. Por meio das taxas das reagdes,
pode-se observar que a ligacdo da PTX ocorre principalmente por meio da reagio p23,
formando o subestado PTXATP,(K"):E. A partir desse subestado, ocorre a desoclusio
do K’ (sentido reverso da reagdo p25), resultando no subestado PTXATP,E.
Posteriormente, a ocorréncia em seqiiéncia das reagdes pll, pl3 e pl5 levam a
formagio do subestado PTXATP,E*. A reacgdo p26, por causar a desoclusdo do K" a
partir do subestado PTXATPy(K"),E, também contribui para a formagdo do subestado
PTXATP,E*.

Analisando a sensibilidade dos parametros das reagdes descritas na Figura VIL.9,
foi observado que somente a constante a3, da taxa do sentido direto da reagdo p23
(que causa a ligagdo da toxina a enzimas no subestado ATP,(K"),E2), é classificada
como sensivel. Isso indica que a reagdo p23 ¢ a mais importante para essa simulagao.
Nos casos das reacdes p25 e p26, diferentemente das demais constantes nao-sensiveis,
as constantes Bps € Bpos apresentaram valores P relativamente reduzidos (obtidos pelo

método de Kolmogorov Smirnov) e coeficientes de correlagdo.
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Figura VIIL.9 — Ativagdo da corrente induzida em fungdo do aumento da [PTX]°, quando a

membrana ¢ perfundida com K" extracelular (160 mM) e Na" (150 mM) e ATP
(5 mM) intracelulares. (A) Corrente induzida durante a simulagdo.
(B) Comportamento das concentragdes dos subestados. (C) Taxas das reagdes

envolvendo a PTX.
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Figura VII.10 - Analise de sensibilidade dos parametros durante a ativagdo da corrente induzida
nas presencas de K extracelular e Na" e ATP intracelulares. Sdo apresentados os
valores P, obtidos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, ¢ do coeficiente de correlagido
para a analise das distribui¢des acumuladas de simulagdes aceitaveis e ndo-aceitaveis,
considerando diferentes critérios (eixo x — valores percentuais da média dos valores

de todas as fungdes objetivas).

VII.3 - Discussao

Neste capitulo, todas as reacdes e subestados propostos nos capitulos anteriores
para explicar a cinética da bomba de Na/K na presenca da PTX foram reunidos em um
unico modelo para simular manobras experimentais que fazem diferentes combinagdes
de Na’ e K" nas faces da membrana, na presenga de ATP intracelular. Mostrando a
necessidade de descrigdo de novos mecanismos cinéticos, reagdes (p27-p31) foram
incorporadas no modelo para reproduzir melhor os dados experimentais.

ARTIGAS e GADSBY (2004) realizaram experimentos de indu¢do de corrente
com a PTX sob duas condigdes: uma em que a membrana é perfundida com Na"
extracelular e K* e ATP intracelulares e outra na presenga de K' extracelular ¢ ATP e
Na' intracelulares. Os autores tinham como objetivo examinar qual dos ions, e em qual
face da membrana, ¢ responsavel pelas diferencas observadas para a ativacdo da

corrente nos casos em que a membrana é perfundida com solugdes contendo somente
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Na' (Figura V.4) ou K" (Figura VI.2), na presenga de ATP intracelular. Além de
reproduzir os dados experimentais, as simulagdes indicam que, para os valores
utilizados para a concentragdo da toxina, a taxa de ativag¢do varia linearmente em fungao
da [PTX]° quando as enzimas podem ser fosforiladas e a [K']° ¢ nula (Figura VIL.2).
Nessa situacao, as taxas de ligacdo da PTX as enzimas, que dependem linearmente da
[PTX]°, sdo menores do que as taxas de fosforilagdo dos canais induzidos. Isso pode ser
exemplificado, na Figura VIL.2C, observando que a taxa da reacdo p24 (responsavel
pela ligacdo da toxina a bomba) ¢ menor do que a taxa da reacdo p31 (que causa a
fosforilacdo dos canais induzidos e permite a ocorréncia posterior das reagdes pl3 e
pl7). Somando-se isso ao fato de que opx € a Unica constante classificada como
sensivel nessa simulacao (Figura VII.3), a reagdo p24 pode ser sugerida determinante da
taxa de ativacao da corrente induzida.

Na simulacdo da Figura VII.1, a necessidade de incluir a reacdo p31 para
reproduzir os dados experimentais indica que a PTX, por causar a abertura da porta
externa, permite que o Na' tenha acesso aos seus respectivos sitios de alta afinidade a
partir da face extracelular, levando a fosforilacdo do complexo PTX-bomba de Na/K.
Este resultado refor¢a a hipotese de ARTIGAS e GADSBY (2004) de que os canais
induzidos pela toxina incluem de alguma forma o caminho i6nico do bombeamento
normal de Na" e K,

As andlises de sensibilidade de pardmetros durante as simulagcdes do decaimento
da corrente induzida na presenga de K' reforcam as observagdes experimentais que
indicam que esse ion ¢ o principal inibidor fisiologico da atuacdo da toxina (ISHIDA et
al., 1983; GRELL et al., 1988; HABERMANN, 1989; ARTIGAS ¢ GADSBY, 2004).
De fato, as reac¢des de oclusao do K" nos subestados PTXE* ¢ PTXATP,E* foram as
unicas classificadas como sensiveis (Figuras VILS e 7), sendo as mais importantes para
essas simulacdes. Por outro lado, essas simulagdes sugerem que a fosforilacdo dos
canais induzidos aumenta a afinidade aparente da PTX de duas formas. Na primeira,
como discutido no capitulo V, a fosforilagio da Na'/K'-ATPase reduz a taxa de
dissociacdo da toxina, reduzindo a sua constante de dissociagdo. Na segunda forma, a
fosforilagdo reduz a capacidade de oclusdo do K', que é o principal inibidor fisiologico
do efeito da PTX. A redugdo da oclusio do K pode ser observada comparando as
constantes das taxas das reagdes p6 (o, = 1,06 x 10" sy e p25 (ap2s = 1,00 x 10% s

com as constantes das taxas das reagdes p27 (a7 = 3,20 x 10% s e p28 (apas = 3,20 x
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107 s™). Essa diferenca na oclusdo do K se reflete numa menor taxa de decaimento da
corrente, na presencga desse ion na face extracelular, quando o meio intracelular contém
1 uM de ATP (Figura VIL.4). Quando a [ATP] ¢ igual a 5 mM, a reducdo da capacidade
de oclusdo do K" ¢ ainda maior (Figura VIL6). Isso ocorre porque, nessa situagio, a
corrente induzida ¢ sustentada principalmente pelos subestados PTXATP,E* e
PTXATP,PE, os quais apresentam maior resisténcia a oclusio do K (reagdo p29 - a9
= 1,50 x 102 s reagdo p30 - apz = 1,50 x 107 s'l). Essa baixa probabilidade de
oclusdo de K" nesses dois subestados também ¢é responsavel pela alta afinidade aparente
da PTX na simulacdo da Figura VII.1, aproximadamente igual ao caso em que as
solugdes contém apenas Na' e ATP (Capitulo V; Figura V.4).

ARTIGAS e GADSBY (2004) propuseram que a fosforilagdo dos canais
induzidos, por contribuir mantendo a porta externa aberta, aumenta a afinidade da PTX
porque aumenta a probabilidade de abertura da porta externa. Os autores levantaram
essa hipdtese considerando que a PTX somente se desliga se o canal estiver fechado.
Nesse sentido, a redugdo da oclusio do K quando as enzimas sdo fosforiladas pode
estar associada ao fato de que os subestados PTXPE e PTXE* devem apresentar maior
resisténcia ao fechamento da porta externa. No caso dos subestados PTXATP,PE e
PTXATPyE*, além da abertura da porta extracelular ser favorecida pela fosforilagdo, a
ligagdo de ATP aos sitios de baixa afinidade contribui para a aumentar a probabilidade
de abertura da porta intracelular. Isso pode explicar porque esses dois subestados sdo os
que apresentam maior resisténcia & oclusido do K.

Em relagdo ao subestado PTXATP,E, com o ATP presente no sitio de alta
afinidade, a probabilidade simulada de oclusio do K" foi alta (reagdo p25 - ops =
1,00 x 10* s™). Isso pode estar associado ao fato de que, em bombas ndo-modificadas, a
ligagdo do ATP aos sitios de alta afinidade tende a causar o fechamento da porta
intracelular e a fosforilagio da enzima quando os ions Na' estdo presentes em seus
respectivos sitios (HEYSE et al., 1994). No caso dos canais induzidos no subestado
PTXATP,E, a abertura da porta externa aumenta a afinidade para os fons K'
extracelulares e, de alguma forma, esses ions devem mimetizar parte do efeito dos ions
Na', causando o fechamento das portas da bomba, mas sem levar a fosforilacao do canal
induzido.

A alta probabilidade de ocorréncia da oclusdo do K™ em canais induzidos do tipo

PTXATP,E (reacdao p25) explica porque, na presenca desse ion na face extracelular, a
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taxa de ativacdo da corrente permanece com valores reduzidos mesmo quando a [PTX]°
¢ aumentada (Figura VIL.9). Nessa simulacdo, como indica a andlise de sensibilidade
dos parametros (Figura VII.10), a reacdo p23, que causa a ligacdo da PTX formando
subestado PTXATP,(K"),E2, é a mais importante (o3 é a Unica constante sensivel).
Apesar disso, a formacao dos subestados PTXATP,E* e PTXATP,PE, que sustentam a
corrente induzida, depende das atividades das reagdes p26 (sentido direto) e p25
(sentido reverso), as quais apresentam taxas com valores relativamente baixos. A reagdo
p26 promove transi¢des de PTXATPb(K+)2E para o subestado PTXATPLE*, causando a
desoclusdo do K" na face intracelular. A desoclusio do K" na face extracelular, segundo
o sentido reverso da reagdo p25, forma canais induzidos do tipo PTXATP,E. Esses
canais podem ser fosforilados (reagdo pl1) e, posteriormente, ocorre a formagao dos
subestados PTXATP,PE (reacdo pl13) e PTXATP,E* (reagdo p17). Nesse caso, a soma
das atividades das reacdes p25 (sentido reverso) e p26 (sentido direto) determina o valor
reduzido da taxa de ativagdo da corrente induzida.

A oclusdo de K™ em canais induzidos do tipo PTXATP,E (reacdo p25) também ¢é
responsdvel pela baixa afinidade aparente da PTX quando esse ion estd na face
extracelular. Pois, ao formar o subestado PTXATPy(K"),E, além de bloquear os canais
induzidos, causa o aumento da taxa de dissociacdo da toxina (reacdo p23 -
Bp2z = 1,31 x 107 s'l) ¢ inibe a fosforilacdo da enzima. Todas essas observagoes
apontam a reagdo p25 como principal mecanismo envolvido na cinética da inibi¢do do

K sobre a atuacdo da PTX sobre a bomba de Na/K.
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Capitulo VIII — Efeito da PTX durante a Inducao de
Atividades Epileptiformes Nao-Sinapticas

VIVAS (2005), durante sua dissertacao de mestrado, estudou o efeito da PTX
sobre as atividades epileptiformes nao-sindpticas, objetivando interferir sobre a
atividade da bomba de Na/K durante essas atividades neuronais intensas. Esse trabalho
foi motivado por simulagdes computacionais que indicam que a atividade da bomba de
Na/K ¢ essencial para o controle da excitabilidade neuronal, sendo responsavel pela
finalizacdo de crises epileptiformes ndo-sinapticas (RODRIGUES, 2003).

Trabalhos mostram que a aplicagio da PTX em tecidos neuronais causa
despolarizagdes da membrana celular, acimulo de Ca*" intracelular ¢ altera¢des de pH
(HABERMANN, 1989; VALE-GONZALEZ et al., 2007). Nesses trabalhos, pode-se
observar que a concentracdo de PTX utilizada ¢ sempre relativamente elevada (na
ordem de 1 uM). Por causa da afinidade elevada da bomba a PTX, esse valor de
concentragdo deve causar a ligacdo da toxina em praticamente todas as enzimas. Além
disso, como pode ser observado a partir dos valores reduzidos das constantes das taxas
de dissociagdo (capitulos anteriores), a PTX permanece ligada a seus sitios por um
tempo muito longo. Assim, no trabalho de VIVAS (2005), concentracdes mais altas
poderiam lesionar o tecido, o que ndo seria interessante, uma vez que o objetivo desse
estudo foi submeter o tecido a um minimo de interferéncias sobre sua homeostase.
Portanto, as concentragdes das solugdes de PTX para perfusdo foram de: 0,0466 nM,
0,0933 nM, 0,4664 nM, 4,6640 nM e 9,3280 nM. Pois, dessa forma, em funcdo das
dilui¢des devidas aos volumes do tubo e da camara, as solugdes atingiram as fatias com
concentragdes estimadas de: 0,0081 nM, 0,0162 nM, 0,0809 nM, 0,8100 nM, ¢ 1,7520
nM, respectivamente.

Investigando o efeito da toxina, VIVAS (2005) observou que ha uma redugao no
tempo de duracdo da ocorréncia de atividades epileptiformes com o aumento da
concentragdo de PTX (Figura VIIIL.1). Além disso, as analises morfoldgicas dos eventos,
para as concentracdes estabelecidas, mostraram que o término das atividades
epileptiformes, em nenhum dos casos de aplicacdo da PTX, envolve a transi¢do para
DA, como ocorre nos casos controle. H4 a transicdo para eventos com caracteristicas

morfologicas que geralmente ndo sdo observadas.
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Figura VIII.1 — Grafico de barras que representa o tempo de durac@o da ocorréncia de atividades
epileptiformes nos experimentos controle e nos experimentos em que houve perfusao
de PTX nas concentragdes de 0,0081 nM, 0,0162 nM , 0,080009 nM, 0,8100 nM e
1,7520 nM (VIVAS, 2005).

Durante a inducdo de atividades epileptiformes ndo-sinapticas, observa-se que
podem ocorrer tipos diferentes de eventos (CARVALHO, 2003): (i) tipo A — o evento ¢
caracterizado apenas por um deslocamento lento e negativo da linha de base do
potencial elétrico extracelular, sem a presenca de population spikes (sdo variagdes
rapidas que sdao observadas em medidas do potencial extracelular quando ocorrem
descargas neuronais sincronas e por isso tém a morfologia do potencial de acdo);
(i1) tipo B — apesar do potencial elétrico no inicio apresentar apenas uma varia¢ao lenta
e negativa, os population spikes surgem durante o evento e suas amplitudes aumentam
progressivamente; (iii) tipo C — a variagdo lenta e negativa do potencial extracelular ¢
superposta as variagdes rapidas (population spikes) durante todo o evento. Dos 13
experimentos feitos por VIVAS (2005), envolvendo a aplicacio da PTX, 12
apresentaram eventos classificados como tipo B e apenas 1 classificado como tipo C.
Essa diferenca de ocorréncias entre os dois tipos de eventos ja havia sido observada por
CARVALHO (2003). Na Figura VIII.2, na coluna da esquerda, sio mostrados um caso
tipico de evento do tipo B (parte A) e o registro de evento do tipo C (parte B). A direita
de cada evento, sdo mostrados os correspondentes eventos atipicos resultantes da

aplicagdo de PTX.
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Figura VIII.2 — Exemplos dos eventos registrados nos experimentos com perfusdo com PTX.
Na coluna da esquerda, sdo mostrados casos tipicos de eventos do tipo B (A) e C (B).
A direita de cada evento sdo mostrados os correspondentes eventos atipicos

resultantes da aplicagdo de PTX (VIVAS, 2005).

Para os experimentos onde figuram eventos do tipo B, a aplicacdo da PTX induz
a ocorréncia de eventos caracterizados por uma reducdo significativa dos population
spikes e uma morfologia mais arredondada para a componente DC. Posteriormente, com
a intensificagdo da atuacdo da PTX, os registros sdo caracterizados pela ocorréncia
intermitente de eventos que se iniciam com os ja descritos e, subitamente, a componente
DC sofre um deslocamento negativo abrupto, da ordem de 10 mV, que, apos o valor
minimo, retorna a linha de base (Figura VIII.2A). J4 para os eventos do tipo C, observa-
se a transi¢ao para eventos que se iniciam como os do tipo C, porém, apos a redugao da
componente DC, os population spikes continuam a ocorrer, por um periodo de tempo 2
ou 3 vezes maior que o evento tipico (Figura VIIL.2 B).

Trabalhando em conjunto com VIVAS (2005) e, assim, pretendendo contribuir
para a interpretagao de seus resultados experimentais, 0 modelo desenvolvido para o
complexo PTX-bomba de Na/K foi incorporado em um modelo que reproduz atividades
epileptiformes ndo-sindpticas (RODRIGUES, 2003) para simular a aplicagdo da PTX

durante a indugao desse tipo de atividade epileptiforme.
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VIIl.L1 — Modelo mateméatico para atividades epileptiformes
sustentada por conexdes ndo-sinapticas

O estudo das atividades epileptiformes ndo-sinapticas, no giro denteado de
hipocampo de rato, ¢ um instrumento importante para a investigacdo da influéncia dos
mecanismos subcelulares ndo-sindpticos durante crises epilépticas. Isso motivou o
desenvolvimento de um modelo computacional, que descreve as propriedades
eletroquimicas desses mecanismos, para simular atividades epileptiformes sustentadas
apenas por modulacdes nao-sinapticas (RODRIGUES, 2003; RODRIGUES et
al., 2004). Esse modelo considera o meio extracelular formado por uma rede
tridimensional de compartimentos (Figura VIIL.3). A cada um dos compartimentos
extracelulares mais internos (cinza escuro) sdo conectados dois corpos celulares (esferas
pretas), um glial e outro neuronal, representando a camada de corpos celulares do giro
denteado. Os compartimentos extracelulares intermediarios (cinza claro) ndo sdo
conectados a compartimentos intracelulares e representam as regides, do giro denteado,
formadas principalmente por arborizacdes dendriticas. Os planos de compartimentos
extracelulares das bordas laterais e da base (brancos) tém suas concentragdes idnicas
mantidas constantes e representam a solu¢do de perfusdo do tecido em experimentos.

Camada de corpos
celulares

Solucao de
perfusdo

PN NN |

Figura VIII.3 — Estrutura tridimensional do modelo para representar o tecido banhado pela

solucdo de perfusao (RODRIGUES, 2003).

+ + -~ ;. CA . 2+ ~ roe 7 .
Na’, K" e Cl sdo0 as espécies i0nicas representadas. O Ca”™ nao ¢ incluido, pois,
objetiva-se simular atividades epileptiformes nao-sinapticas caracteristicas de
. . 2+ . o L, .
protocolos experimentais com zero-Ca” extracelular. A movimentacao de cada espécie
i0nica no meio extracelular ¢ descrita por uma equacao de eletrodifusdo (ALMEIDA et

al., 2004).
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onde [w]° (mM) e Dy (cm’/s) sdo, respectivamente, a concentragio extracelular ¢ a
constante de difusdo do fon w (Na", K" e CI), F (C/mMol) ¢ a constante de Faraday, R
(mVC/KmMol) ¢ a constante de Boltzmann, T (K) a temperatura do tecido, A a
tortuosidade do meio, z, a valéncia e V° (mV) ¢ o potencial extracelular.

Vv ° ¢ calculado considerando que a variacdo de V°, durante as descargas
epileptiformes, ¢ a soma de uma componente em nivel DC, Vpc, com outra em alta

freqiiéncia, Var. Para o calculo de Vv utiliza-se a equagdo derivada por ALMEIDA et

al. (2004):

RT zaDnaVINal® + 2 Dg VIKI® + 2¢i D VICIT (8.2)
]0

Woc =+ 2 0.2 0.2
ZNaDNalK]™ + 2k Dk [KT" +2¢1 D¢ [C

Para a componente em alta freqiiéncia Var, denominada population spike,

utiliza-se uma equacao de campo quase-estacionario:
11y
Var = z__: (8.3)

sendo N o nimero total de neurdnios ¢ d, (cm) a distancia entre o N-ésimo neurdnio ¢ o
ponto onde esta sendo calculado o potencial. o (S/cm) ¢ a condutividade elétrica efetiva
do tecido, & é um fator de contragdo do volume extracelular e I," (mA) é a corrente
transmembranar total do n-ésimo neurdnio.

A movimentagdo idnica através da membrana neuronal, entre 0os meios intra- e
extracelular, ¢ descrita por canais i0nicos dependentes de voltagem, bomba de Na/K e
co-transporte K-Cl (KCC) (Figura VIII.4A). Além desses mecanismos, sdo consideradas
também as gap-junctions promovendo a interconexao entre os citoplasmas de células
adjacentes. Para a membrana glial, foram considerados canais i0nicos com
permeabilidades constantes, bomba de Na/K e o co-transporte Na-K-2Cl (NKCC)
(Figura VIIL.4B).
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Figura VIIL.4: Representacdao esquematica dos mecanismos transmembranares de transporte idnico para

neurdnios (A) e glias (B) (RODRIGUES, 2003).

A densidade de corrente idnica do fon w, J,° (mA/cm?), através dos canais
correspondentes, ¢ calculada pela equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) para
corrente (HILLE, 1992):

) -z,,FVm
360 _ PWFZZ\%,Vm y w]' -w’e RT 8.4)
w = RT —2,FVm ’

1_e RT

onde Vm (mV) ¢ o potencial transmembranar ¢ Py (cm/s) ¢ a permeabilidade que ¢
calculada de acordo com as condutancias do modelo de HODGKIN e HUXLEY (1952).
[w] (mM) ¢é a concentracdo de W, sendo que os indices i ¢ 0 indicam os meios intra- e
extracelulares, respectivamente.

A densidade de corrente da bomba de Na/K, Jnak (mA/cmz), ¢ calculada
associando-a a corrente de um ion ficticio A" e aplicando a equacio de GHK de

corrente a esse ion:

) —-FVm
] _ PAFA/m [A]' —[A]% RT
A~ RT x —FVm
1_e RT

: (8.5)

Para estimar as concentragdes desse fon A", considera-se o equilibrio instantaneo
das reacdes de Na', K', ATP, ADP ¢ P com a bomba, no modelo de Albers-Post, e

derivam-se as seguintes equagdes:
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[ATP]'

[A]' = Kely _ _x
. . | |
[ATP]' + Kd s7p 1+7[AD':] P]
ADP.P , (8.6)
§ (INa])’ (K1)’
i 3 o 2
[Na]l + Kl | 1+ (K + Kdg | 1+ Nl
Kdk KdRa
i
(AP  KeS [ADP'[P] .
. . . I
[ADP]'[P]' + Kdppp p| 1+ [ATiP]
Kdarp , (8.7)

§ (CRa)’ (K1
T T

Nal® + Kd,| 1+ K< K+ Kdl | 1+ Vel

{[ ] Na[ Kd& (K] K Kdls

onde Kdy (mM) é a constante de dissociagdo de y (ATP, ADP/P, Na' ou K'), Kea a

constante de equilibrio da reagio de formagdo de fons A"
A densidade de fluxo devido ao KCC, d¢kcc (mmol/scmz), ¢ calculada

(Equacao 8.8) considerando as reacdes desses ions com a proteina do co-transporte em

estado de equilibrio, em cada instante de tempo.

(k1'en -k erenP
(KAECC + 1K1 +[K1O)(KdECC +c1] +1c1?)

dkee = Qkee ) (8.8)

onde KdkKC e KdC|KCC, em mM, sdo as constantes de dissociacio de K' e CI,
respectivamente, ¢ Qce (mmol/cm?s) uma constante de proporcionalidade relacionada
a densidade de enzimas cotransportadoras.

Analogamente ao KCC, a densidade de fluxo do NKCC, dnkcc (mMol/scmz), é
determinada considerando o equilibrio instantineo das reacdes de Na', K" e CI' com a

enzima co-transportadora:

. i N2 2
[Na]'[K]'([CI]'j —[NaJO[K]"([CI]"j
dnkee = Qnkee ABC ) (8.9)

onde ,
A = KdNKCC 4 Na]' +[Nal°,

B = KdRKCC k] +1K1°,
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C = (KdJKCC 111t +[ciP)?,

NKCC NKCC NKCC . - + ot
, Kdk e Kdg , em mM, as constantes de dissociacdo de Na', K" e

sendo Kdna
CI' e Qnkee (mmol/sem?) uma constante de proporcionalidade relacionada ao niimero de
enzimas.

Para calcular a densidade de corrente, J,% (mA/cm?), através das gap-junctions,
a equacao de Nernst-Planck (HILLE, 1992) ¢ aplicada de forma discreta a cada uma das

espécies 10nicas:

. ) vm® _ym®
39 ~ 7, FkD,, (M |[W] +ZW|§T|3W[w](1) | ) (8.10)

onde k (cm™) ¢ uma constante de proporcionalidade, os indices (1) e (2) representam
dois neurdnios adjacentes quaisquer, | (cm) ¢é a distancia entre os centros dos neurdnios
(1) e (2) e Dy (cm/s) ¢é a constante de difusdo do ion w (Na', K" ou CI).

Para o efeito de campo elétrico entre neuronios, que ¢ outro tipo de conexao nao-
sinaptica, ¢ assumido que a densidade de corrente total, Jet (mA/cm?), provocada por

uma populagdo de neurdnios, que atravessa a membrana de um neurdnio seja dada por:
N
‘]ef:Zr.L, (8.11)

onde 1," (mA) é a corrente transmembranar total do neurénio n, d, (cm) é a distincia
entre 0 N-ésimo neurdnio e a célula na qual a corrente estd sendo calculada, N ¢ o
, A_e -1\ 2 . .
nimero de neurdnios e T (cm™ ) ¢ uma constante de proporcionalidade.
Para calcular o potencial transmembranar, admite-se o equilibrio dindmico para
0 qual o somatorio das correntes transmembranicas ¢ nulo e deriva-se uma equagao

modificada em relagdo a equacao de GHK de potencial:

vim = RT | [ PualNal® + Pe[K1° + Py ClY' + PaTAI® + £ + 5 | (8.12)

F PyalNal' + PeIK]' + Py [CIC + PATA] +2
onde,

A Jgj FVi, FVi,
f =—@(e RT —1)£+e RT ,
An Fv

m
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f,=—Jg (e RT —1) v +e R,

sendo Ag;j a area total das gap-junctions e Ay, e a area total da membrana celular.

O modelo também considera a variagdo dos volumes extra- e intracelulares. A
equagao para o calculo do volume intracelular, Vol; (dm®), neuronal ou glial, ¢ derivada
admitindo o equilibrio osmético em cada instante de tempo ¢ que o volume total,VOlioa
(dm®), extracelular mais neuronal e glial, é constante (Equacio 8.13). Com a tultima
consideracdo, a variagdo do volume extracelular ¢ igual ao negativo da soma das

variagdes dos volumes neuronal e glial.

Vol = Voo (O 7+ 1) (8.13)

DX T

sendo nw (mMol) o nimero de mols do ion W e ns(mMol) o nimero de mols de outros
solutos presentes no tecido, os quais ndo sio considerados neste modelo.

Para simular a indugcdo de atividades epileptiformes ndo-sinapticas
caracteristicas do GD, quando se usa protocolo experimental com alto-K' e zero-Ca*"
(XIONG e STRINGER, 2000; CARVALHO, 2003), a concentragio extracelular de K
dos compartimentos que figuram a solugdo de perfusdo ¢ aumentada. A representagdo
da perfusdo com zero-Ca®" esta originalmente incluida na estrutura do modelo, uma vez

que as conexdes sinapticas ndo foram incorporadas.

VIIl.2 - Métodos

VIII.2.1 - Inclusdo do efeito da PTX no modelo matematico para
atividades epileptiformes néo-sinapticas

Para simular o efeito da PTX sobre as atividades epileptiformes nao-sinapticas,
além das reagdes do ciclo funcional da bomba (reacdes 1-17), todas as reagdes
envolvendo a toxina propostas nos capitulos IV-VII (reacdes pl-p31) foram
consideradas. Portanto, as equagdes das taxas de variacdo das concentragdes dos
subestados da bomba (Equagdes 7.1-7.21) foram incorporadas no modelo matematico

para atividades epileptiformes (descrito no subitem VIII.1).
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Considerando que a ligacdo da PTX as enzimas inibe o bombeamento de Na' e
K", a permeabilidade do ion ficticio A", P (Equagdo 8.5) foi reescrita em fungio da

concentragdo de enzimas ligadas a moléculas de PTX:

Py = A (1-[PTXE]-[PTX(K*),E]-[PTX(Na*), E]-[PTXATP,E]-[PTXATR,E*] - (8.14)

~[PTXE*]-[PTXATR,(K"),E]-[PTXPE]-[PTXATR,PE])

onde concentragdes de compostos que contém enzimas ligadas a PTX estdo
normalizadas em relacdo a concentracdo total de enzimas da bomba de Na/K na

membrana celular (capitulos IV-VII). P,™

¢ a permeabilidade maxima do ion
ficticio A"

Segundo a Equagdo 8.14, a liga¢do de enzimas a moléculas de PTX causa o
bloqueio da bomba de Na/K, uma vez que, se todas as enzimas estiverem ligadas a
toxina, a permeabilidade de A" ¢ nula e, conseqiientemente, a corrente da bomba
também sera nula. Além de bloquear a bomba, a PTX induz canais através das
moléculas que permitem os fluxos dissipativos de Na" e K" por eletrodifusio. Como
descrito nos Capitulos IV-VII, esse fenomeno ¢é descrito calculando as correntes de Na"
e K' através da equacdo de corrente de GHK, na qual a permeabilidade ionica ¢é

calculada em funcao da concentragdao de enzimas ligadas a PTX que representam canais

abertos:

RPTX =y - (P [PTXE] + Pyy[PTXATP, E]+ Py3[PTXPE] + Pyy[PTXE ]+
+ Pys[PTXATR, PE]+ Pyg[PTXATR, E*])

(8.15)

onde P,(F;nTX ¢ a permeabilidade do ion (Na' ou K'), Yion é uma constante de

proporcionalidade e P (j = 1,...,6) sdo coeficientes que traduzem a probabilidade de
abertura dos canais nos subestados correspondentes.

O fato de induzir canais permeaveis a Na' e K', aumentando as permeabilidades
totais transmembranares desses ions, faz com que a PTX também tenha influéncia direta

sobre o potencial transmembranar, segundo a seguinte equagao para a permeabilidade:

| Vi PTX
I:‘ltoonta = F:iog1 + Ron (8.16)
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onde POB! ¢ 3 permeabilidade total do fon (Na* ou K*) e PYMa permeabilidade através

de canais dependentes de voltagem.

O efeito da PTX sobre a bomba de Na/K, durante a simulacdo de atividades
epileptiformes com o modelo de RODRIGUES (2003), pode ser visualizado no
fluxograma da Figura VIIL5. Esse fluxograma representa como sao feitos os calculos da
comunicagdo entre os meios intra- e extracelulares com esse modelo (modificado de
RODRIGUES, 2003). Como mostra o bloco em cinza, a simulagdo da aplicacao de PTX
tem efeito direto sobre o calculo da corrente da bomba de Na/K, devido ao seu bloqueio,
e sobre o calculo das correntes de Na™ e K, através dos canais ibnicos, por causa dos
aumentos das permeabilidades de Na" e K, devido a indugdo de canais nas enzimas da

bomba.
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Figura VIIL.5 — Inclusdo do efeito da PTX no fluxograma para os calculos da comunicagéo entre
os meios intra e extracelulares durante a simulacdo das atividades epileptiformes. Cio,
representa a concentracio do fon (Na', K" ou CI), Cpr é a concentracio de PTX
extracelular, V,," é o potencial transmembranar neuronal, Pj,, a permeabilidade do ion,
I, a corrente da bomba, ¢xcc 0 fluxo do KCC, lio" a corrente do ion através dos
respectivos canais e os indices i € 0 representam os meios intra- € extracelular. As linhas
pontilhadas e o bloco em realce representam as inclusdes dos efeitos da PTX no

modelo. (adaptado de RODRIGUES, 2003).

Nos experimentos, a solu¢do de PTX ¢ perfundida durante 1 min e 30 s. A fim
de simular essa perfusdo, ¢ considerada uma equagdo diferencial (Equagdo 8.17), que
representa a diluicdo da solugdo de PTX, em razdo dos volumes do tubo e do

compartimento onde as fatias sdo depositadas na camara de interface.

O[PTX ]o _ Psol
ot Volypo +Volcomp

([PTXT® —[PTX1°), (8.17)
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onde ¢so| (em mL/min) representa o fluxo da solugdo na cdmara de interface, VOlypo

(em mL) ¢ o volume do tubo que conduz a solugdo até as fatias, VOleomp. ¢ 0 volume do
compartimento onde as fatias sdo depositadas na camara de interface e [PTX]SOI ¢ a

concentracdo de PTX da solucao de perfusao.

VIII.2.2 — Parametros do modelo e simulacdes

O sistema de equacdes foi resolvido utilizando o método das diferencas finitas.
Devido ao fato do modelo matematico exigir um grande esfor¢o computacional, por
causa do numero de mecanismos subcelulares descritos e da necessidade numérica de se
utilizar um intervalo de itera¢io temporal de 1 x 107 s, por causa do modelo dos canais
induzidos de PTX, foram considerados apenas 11 neurdnios dispostos em uma unica
dire¢do, descrevendo uma linha de neur6nios representativos da camada granular do
giro denteado (Figura VIIL.6). Essa rede de neuronios foi conectada a uma rede
extracelular com 13 compartimentos, sendo que os compartimentos 1 e 13 ndo contém

neurdnio e glia, e representam a solugao de perfusao.

Figura VIII.6 — Descricdo da estrutura do modelo. As esferas pretas representam os neurdnios,
que foram considerados com mesmas condi¢des iniciais e parametros iguais. O
primeiro e o ultimo compartimentos ndo contém neuronios, sendo representativos da

solugdo de perfusdo.

As atividades epileptiformes foram induzidas aumentando a concentragdo
extracelular de K', nos dois compartimentos de borda, de 4 para 8 mM. Posteriormente,
a aplicagdo da PTX foi simulada alterando a [PTX]® para os valores utilizados por

VIVAS (2005): 0,0466 nM, 0,0933 nM, 0,4664 nM, 4,6640 nM ou 9,3280 nM.
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Na Tabela VIII.1, sdo apresentados os valores dos parametros do modelo
matematico para as atividades epileptiformes ndo-sinapticas. Os parametros utilizados
para o modelo que descreve o complexo PTX-bomba de Na/K sdo os mesmos estimados

nos capitulos IV-VIL.

Tabela VIII.1 — Valores das constantes do modelo computacional para atividades epileptiformes
nao-sinapticas (RODRIGUES, 2003). ﬁw ¢ a permeabilidade maxima do ion w utilizada
para calcular a sua permeabilidade segundo o formalismo de HODGKIN ¢ HUXLEY

(1952).
Reagdo Taxa da reagdo
A 1,60
AX = Ay = AZ 2,00 x 10 cm
Dna 1,33 x 10° cm?/s
Dk 1,96 x 10”° cm?*/s
Dgi 2,03 x 10° cm?*/s
c 3,96 x 10° S.cm’
3 0,13
K 5,00 cm™
P 1,2 x 107 ecm/s (neurdnio) 1,00 x 10" cm/s (glia)
P, 3,6 x 10™* cm/s (neurdnio) 3,20 x 10" cm/s (glia)
Pes 2,00 x 10” cm/s (neurdnio) 3,00 x 10"% cm/s (glia)
P, 7,50 x 10™'° cm/s (neurdnio) 1,20 x 107 cm/s (glia)
KdKeC 7,34 mM
Kdg“c 91,02 mM
Qkec 1,00 x 10° mmol-s™ -cm™
Kdg"kee 2,30 mM
Kd:aNKCC 76,oor?nM
Kdg Ve 25,00 mM
Qnkee 1,00 x 10°mmol-s™ -cm™
Kdy' 4,831 mM
Kdya 0,856 mM
Kdg® 0,094 mM
Kdya’ 34,70 mM
KdA'rPI ) 0,155 mM
KeAO/KeAI 0,012
Pa 3,00 x 107 cm-s™
T 0,04 cm™
Ns 500 mM
R 8,314 mV-C/(K-mmol)
F 6,487 C/mmol
T 310,16 K
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VIIl.3 - Resultados

Considerando todos os neurdnios idénticos, representando uma simetria perfeita
ao longo de toda a camada granular, com mesmas condi¢des iniciais € parametros
iguais, a indu¢do de atividades epileptiformes nao-sinatpicas resultou em atividades
cujo potencial extracelular se assemelha a um evento tipo C, exatamente o de menor
ocorréncia nos registros experimentais (Figura VIII.7A). Como se pode observar, a
simulacdo da acdo da PTX sobre atividades epileptiformes resultou na transi¢do das
atividades para eventos com caracteristicas semelhantes as dos eventos, porém com
duragdo muito maior, em acordo com o que foi registrado experimentalmente

(Figura VIIL.7B).

A)

|1 mv
20s

Figura VIIL.7 - Em (A), simulagdo da a¢do da PTX provocando a transicdo das atvididades

B)

epileptiformes para eventos ndo-tipicos no GD. Em (B), trecho do registro
experimental do potencial extracelular que caracteriza a acdo da PTX sobre a

atividade epileptiforme prolongando de forma excessiva o evento (VIVAS, 2005).

A partir dessa simulacdo, foi possivel levantar os comportamentos das correntes
correspondentes ao efluxo de Na' pela bomba de Na/K, influxo pelos canais
dependentes de voltagem, influxo pelos canais induzidos por PTX e o influxo total de
Na' (Figura VIII.8). Observa-se que o crescente aumento de Na' pelos canais induzidos
faz com que o efeito eletrogénico da bomba de Na/K ndo promova o fechamento em
cascata dos canais de Na' dependentes de voltagem, como se observa nos quatro
primeiros eventos. No ultimo evento, o influxo de Na' pelos canais induzidos por PTX,

que nao sdo sensiveis a voltagem, chega a um nivel tal que o efeito eletrogénico da
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bomba de Na/K ¢ anulado pelo efeito desses canais € ndo ocorre o ponto critico

caracteristico do término do evento.

A)
100 s
B)
x107
— - Efluxe pela bomba de Na'K
9r - - - Influxo pelos canais dependentes de voltagem
---- Inluxo pelos canais induzidos por PTX
8r —— Influxo total de Na
Tk
]
-1 Y
9
°
g5
=
Zaf
]
=
=y
2k
it

Figura VIIL.8 — Efluxos e influxos de Na" durante as atividades epileptiformes, sob a a¢do de
PTX. Os pontos criticos sdo indicados pelas setas e correspondem ao momento em

que o influxo de Na" pelos canais é menor que o efluxo pela bomba de Na/K.

A mesma simulagdo, realizada subtraindo-se o efeito da PTX com a criagdo dos
canais induzidos, persistindo apenas o efeito de bloqueio das bombas de Na/K, ¢
apresentada na Figura VIIL.9 . A baixa concentracao de PTX utilizada (1,752 nM) nao
tem um efeito bloqueador significativo sobre as bombas de Na/K, o que ndo oferece
alteracdo significativa sobre a duragdo dos eventos e nem leva a ocorréncia do evento

que caracteriza a acao da PTX.
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Figura VIIL.9 — Em (A), os eventos foram simulados sob as mesmas condi¢des da simulagdo

anterior, porém, foi suspensa a inducdo de canais pela PTX, figurando, portanto,
apenas o efeito bloqueador da bomba de Na/K. Em (B) os influxos de Na" durante as
atividades epileptiformes sob as mesmas condigdes. As curvas correspondentes ao

influxo pelos canais dependentes de voltagem e influxo total de Na' se sobrepdem.

Na Figura VIII.10, a simulagdo foi realizada sem considerar a criagdo de canais
induzidos por PTX, porém reduzindo o efeito eletrogénico da bomba de Na/K
gradativamente. Como pode ser observada, essa redu¢do provoca uma transi¢do para um

evento caracteristico da acao da PTX.
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Figura VIII.10 — Em (A), os eventos foram simulados sob as mesmas condi¢des da simulagdo
anterior, porém, com reducdo gradativa do efeito eletrogénico da bomba de Na/K.
Em (B) os influxos de Na' durante as atividades epileptiformes sob as mesmas
condigoes. As curvas correspondentes ao influxo pelos canais dependentes de

voltagem e influxo total de Na" se sobrepdem

Nos experimentos de VIVAS (2005), na maioria dos casos (Figura VIII.2), com
a aplicagdo da PTX, ocorre uma grande variagdo lenta e negativa do potencial elétrico
extracelular, indicando um possivel acimulo de K’ extracelular e concomitante
acumulo de Na' intracelular. Apés diversas tentativas de simular essa situacio,
alterando paradmetros correspondentes aos diferentes mecanismos subcelulares,
verificou-se que somente com a alteracdo da estrutura da rede de neurdnios esse tipo de
acumulo poderia ser reproduzido. Essa alteracdo da estrutura da rede teve como base

alguns achados experimentais que demonstram uma diferenca de excitabilidade
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neuronal entre as se¢des infra- e suprapiramidal da camada granular (SCHARFMAN et
al, 2002; PEREIRA, 2005). Com o objetivo de simular esses experimentos, o modelo,
com 11 neuronios, foi ajustado de forma que apenas os neurénios nos compartimentos
em cinza escuro (Figura VIIL.11) apresentam eventos epileptiformes sob alta
concentracdo extracelular de K™ (8 mM). Para que os outros neurdnios ndo entrassem
em atividade, suas permeabilidades méaximas de K', nos canais dependentes de
voltagem, foram aumentadas de 36 x 10® para 80 x 10® cm/s. Além disso, a fim de
mimetizar o efeito de um nimero maior de neurdnios, as corregdes dos volumes
celulares dos neurdnios pertencentes aos compartimentos em cinza claro foram feitas
mais sensiveis aos gradientes osmoticos (1s° foi reduzido de 9,31x107'? para 2,79 x107'°

.. . r —+
mmol), permitindo um maior acumulo de K" extracelular.

Figura VIII.11 — Descrig@o da estrutura do modelo. As esferas pretas representam os neuronios.
Nos compartimentos em cinza escuro estdo 0s neur6nios que apresentam eventos
epileptiformes sob alta concentracio extracelular de K (8 mM). Os volumes celulares
dos neurdnios nos compartimentos em cinza claro, foram considerados podendo
variar mais para permitir um maior acimulo de K’ extracelular. Os volumes dos
neurdénios nos compartimentos em branco ndo variam. O primeiro e o ultimo
compartimentos ndo contém nenhum neurdnio, sendo representativos da solucao de

perfusao.

Inicialmente, foi realizada uma simulacdo da atividade epileptiforme sem
aplicagio de PTX (Figura VIIL.I2A) e tracadas as curvas do influxo de Na'
correspondentes (Figura VII.12B). A simula¢do da aplicagdo de PTX resultou na
transi¢ao das atividades para eventos em que hd um aumento da variacdo lenta do
potencial elétrico e da duracdo (Figura VIII.13A) reproduzindo os resultados

experimentais (Figura VIIL.13C). Na Figura VIIL.13B, sdo apresentadas as curvas
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+ J4
correspondentes aos fluxos transmembranares de Na', através da bomba de Na/K e de

canais dependentes de voltagem e induzidos por PTX. Nota-se que as curvas

correspondentes ao influxo pelos canais dependentes de voltagem e influxo total de Na

+

sd0 muito proximas em comportamento e intensidade. Durante o evento atipico, em que

ocorre 0 aumento do DC do potencial extracelular, observa-se que a bomba de Na/K,

apesar de trabalhar com maior intensidade, leva mais tempo para superar o influxo de

+ , Cea s
Na" através dos canais i0nicos.
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Figura VIII.12 — (A) Simulagdo do potencial extracelular sem aplicacdo de PTX. (B) Influxos de

Na" durante as atividades epileptiformes sob as mesmas condi¢des da simulacio (A).
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Figura VIII.13 — (A) Simulag@o do potencial extracelular com perfusao

de PTX. (B) Influxos

de Na' durante as atividades epileptiformes sob as mesmas condi¢des da simulacio

(A). As curvas correspondentes ao influxo pelos canais dependentes de voltagem e

influxo total de Na’ se sobrepdem. Para comparacdo com (A),

em (C) ¢ apresentado

um registro experimental do potencial elétrico extracelular com aplicagdao de PTX.
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VIIl.4 - Discusséao

O estudo do efeito da PTX sobre as atividades epileptiformes demonstrou a a¢ao
complexa dessa toxina. Analisando seus dados experimentais, VIVAS (2005) observou
que os parametros do potencial elétrico extracelular (amplitude da componente DC,
duracdo do evento, duragdo do intervalo entre eventos e contribuicdo dos population
spikes) que caracterizam um evento epileptiforme tipico (tipo A, B ou C) nao
apresentam alteracdes em fun¢do da aplicagdo da PTX. Como sugerem as simulagdes, a
condutancia dos canais induzidos aumenta muito lentamente e, portanto, inicialmente,
as correntes idnicas através desses canais sdo muito pequenas comparadas com aquelas
através dos canais dependentes de voltagem e das bombas de Na/K, de tal modo que
alteragdes sobre os parametros dos eventos, enquanto com morfologias tipicas, sao
muito pouco claras. As simulagdes indicam que a transicdo para os eventos atipicos se
da de forma abrupta. A partir do momento em que as correntes Na' dos canais induzidos
de PTX, os quais ndo sdo dependentes de voltagem, compensam a agdo do efeito
eletrogénico, que reduz da permeabilidade dos canais de Na™ dependentes de voltagem,
o ponto critico deixa de ser atingido como se esperaria para um caso tipico, resultando
em um sinal extracelular cuja morfologia ndo se enquadra dentro das observadas em
experimentos controle. Dai a denominacdo evento atipico.

Como mostrado na Figura VIIL.2, dois grupos de eventos atipicos resultam da
aplicacdo de PTX. As simulacdes revelam que para eventos de redes mais uniformes,
que resultam em alto nivel de sincronismo de toda a rede, ndo ocorre a acumulagdo de
K" extracelular, uma vez que ndo figura no potencial extracelular aumento significativo
do nivel DC do sinal, com concomitante redugdo dos population spikes. Nesse caso, as
simulagdes dos influxos e efluxos de Na' indicam que para o caso ideal de uma rede
perfeitamente homogénea, apos a corrente dos canais induzidos de PTX compensar a¢ao
do efeito eletrogénico da bomba de Na/K sobre os canais dependentes de voltagem,
estabelece-se um potencial transmembranar que se equilibra em nivel de despolarizagao
transmembranar, impedindo que o ponto critico ocorra. Isso justifica os eventos com
duracdo extremamente longa. Além disso, a simulacdo da reducdo do -efeito
eletrogénico, apresentada na Figura VIIL.10, sugere que o efeito fundamental da
perfusdo com PTX ¢é reproduzido exclusivamente a partir da redugdo do efeito

eletrogénico da bomba de Na/K.
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No caso dos eventos atipicos simulados para redes nao-homogéneas, com sitios
de neuronios, ao longo da camada granular e com diferentes niveis de excitabilidade, os
registros extracelulares mostram que ocorre uma acumulagdo de K™ extracelular, a qual
deve corresponder um aumento de Na' intracelular. Os influxos e efluxos de Na'
simulados mostram que a partir do momento em que o sistema ndo atinge o ponto
critico, K™ acumula no meio extracelular, na regido de maior excitabilidade, sustentando
a despolarizacdo neuronal. Com isso, mais Na' é acumulado no meio intracelular,
reduzindo o gradiente transmembranar desse ion e, por conseguinte, seu influxo.
Adicionalmente, ao acumulo de K' extracelular, sendo esse o principal inibidor
fisiologico do efeito da toxina, corresponde uma redugio da permeabilidade de Na" dos
canais induzidos pela PTX, contribuindo, mais uma vez, para a redu¢do do influxo
desses ions através desses canais induzidos. Assim, se através dos canais induzidos de
PTX passam menos Na', logo, as correntes desses canais que se opunham & acdo do
efeito eletrogénico da bomba de Na/K sobre os canais de Na” dependentes de voltagem
decrescem e o efeito eletrogénico consegue fazer o sistema atingir o ponto critico,
finalizando o evento. E interessante observar que, como as correntes de Na® dos canais
induzidos de PTX decrescem a niveis comparaveis aos anteriores aos eventos atipicos,
entdo, como mostram os registros experimentais e¢ reforgam as simulagdes, apds a

ocorréncia de um evento atipico ha a intermiténcia de eventos tipicos.

137



Capitulo IX — Concluséo

O modelo de reagdes proposto para o complexo PTX-bomba de Na/K com
estrutura similar ao modelo de Albers-Post, permitiu investigar o efeito da PTX sobre a
Na'/K'-ATPase. Todas as reagdes desse modelo estdo representadas esquematicamente
na Figura IX.1. Utilizando um modelo matematico derivado a partir desse modelo de
reagoes, foi possivel simular manobras experimentais da literatura, contribuindo para a
elucidagdo das interagdes da PTX com a bomba de Na/K e das interferéncias dos
ligantes fisiologicos da bomba sobre essas interagdes. Na auséncia do ATP, segundo o
modelo, as oclusdes de ambos Na™ e K" no complexo PTX-bomba contribuem para o
bloqueio de canais. Porém, o complexo apresenta uma afinidade menor para a oclusdo
de Na" e, no caso do K', a sua oclusio aumenta a taxa de dissociacdo da toxina. A
presenca de ATP no meio intracelular, causando a fosforilacdo da enzima e/ou reagindo
com sitios de baixa afinidade, aumentam o efeito toxico da PTX. Pois, nessa situagao,
ocorrem transi¢des para subestados (PTXE* e PTXATP,E*) em que a enzima ndo pode
ser fosforilada ¢ a afinidade a toxina é aumentada. Além disso, as formagdes desses
dois subestados reduzem o efeito inibitorio do K sobre os canais induzidos, reduzindo a
afinidade da enzima a oclusdo desse ion. Mesmo nessa situacdo em que ha a reducio de
sua afinidade, o K continua sendo o principal inibidor fisiolégico do efeito da toxina,
pois, acelera o fechamento desses canais e aumenta a taxa de dissociagdo da PTX. O
modelo sugere ainda que o principal mecanismo envolvido na cinética do efeito inibidor
do K" sobre a atuacdo da PTX ¢é a sua oclusdo em canais induzidos em que o ATP
permanece ligado a sitios de alta afinidade, pois, esse subestado apresenta alta afinidade
aos fons K', a partir da face extracelular, e a oclusdo desses ions impede que ocorra a
fosforilagao do complexo PTX-bomba.

O modelo proposto, além de contribuir para elucidagdo das interagdes entre a
PTX e a bomba de Na/K, pode ser usado para estudar o efeito dessa toxina em tecidos
celulares, onde a atuagdo da Na/K-ATPase ¢ fundamental. No presente trabalho, o
modelo foi usado para investigar o efeito da PTX durante a indugdo de atividade
epileptiformes nao-sindpticas, no giro denteado do hipocampo de ratos. As simulagdes,
comparadas aos dados experimentais, evidenciam a importancia da bomba de Na/K para

o término dos eventos epileptiformes. Segundo o modelo de atividades epileptiformes, a
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corrente produzida pela atividade da bomba de Na/K induz uma componente de
: ~ r . . +
polarizag@o da célula neuronal, a qual interfere sobre os canais de Na  dependentes de
voltagem, reduzindo suas permeabilidades. Os canais induzidos pela PTX ndo sdo
dependentes de voltagem e, portanto, sdo insensiveis ao efeito eletrogénico da bomba.
Como resultado, com a aplicagdo da PTX, ocorrem eventos epileptiformes atipicos, de
longa duragdo, os quais também podem ser simulados interferindo exclusivamente sobre
o efeito eletrogénico da bomba. Adicionalmente, as simulagdes, em comparagdo com 0s
dados experimentais da aplicacdo de PTX, mostraram que os eventos atipicos, de maior
A . . . ~ +
ocorréncia nesse tipo de manobra, podem ser associados a acumulagdes de K™ no
. , + . 4 ~
extracelular, com concomitante acumulo de Na' intracelular. Esses actimulos sio
causados por uma distribui¢cdo ndo-homogénea de excitabilidade neuronal ao longo da

camada granular.

Modelo de Albers-Post

P
)3
extra intra extra
extra ]l intrﬁ\

extra intra

Figura IX.1 — Modelo de reagdes proposto para explicar a atuagdo da PTX sobre a bomba
de Na/K.
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