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Resumo

Dominios lipidicos s8o regifes de composicio diferente em uma mesma
membrana, quer seja bicldgica ou sintética. A dindmica destes dominios pode participar de
processos biogquimicos e fisioldgicos. Anestésicos locais sfo farmacos que agem sobre
proteinas de membranas por um mecanismo ainda ndc totalmente conhecido, e cuja
poténcia esta fortemente comrelacionada com sua hidrofobicidade. Dentre estes, a
dibucaina (DBC) € um potente anestésico, com alio coeficiente de particdo em favor das
membranas, capaz de interferir com diversos processos fisiclégicos e de reverter alguns
efeitos do ion céicio, um conhecido indutor de dominios lipidicos.

investigamos a interagdo da DBC com membranas e o efeite deste AL sobre
dominios lipidicos naturais e induzidos por célcio. As técnicas usadas foram Fluorescéncia
Estatica, Ressonancia Paramagnética Eletrdnica e Microscopia de Fluorescéncia.

Verificamos que a DBC possui um pK, de 8,4 e que deve localizar-se na altura do
glicerol em membranas compostas por DOPC, o gue favorece sua competicdo com ©
célcio pelas cabecas polares de lipidios, e que a forma neutra apresenta maior afinidade
pela membrana (K, = 1500) que a protonada (K, = 930). A fluorescéncia infrinseca da
molécula foi analisada em dgua, em membranas e em solugdes de diferentes poiaridades;
observamos diminuigdo no rendimento quantico de fluorescéncia da DBC, concomitante a
um deslocamento para o azul nos meios mais apolares.

Experimentos de Ressonancia Paramagnética Eietrbnica com marcadores de spin
do tipo nitrdxido em alta concentracdo (exibindo alargamento dos especiros devido &
interac&o de troca de estado de spin) mostraram que a DBC reverte dominios lipidicos
induzidos por céicio e por magnésio, em sistemas terndrios de DOPC: POPA: 5-MeSL.

Por microscopia de fluorescéncia (usando sondas do tipo nitro-benzoxadiol amino,
NBD) notamos diferencas evidentes no padrio de formacac de dominios lipidicos entre os
tratamentos controle, com caicio, com DBC e com ambos os aditivos, tanio em vesiculas
unilamelares gigantes guanto em eritrdcitos e ghosts de eritrdcitos marcados. As
diferengas entre os tratamenios foram qualitativamente consistentes para os parémetros
de analise das imagens utilizados. Vimos também aqui o antagonismo entre a DBC e o
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caicio e, além disse, uma aparente capacidade da DBC em reverter dominios induzidos

por proteinas de membrana.

Nossos resultados sugersm que a DBC reverie a separacio lsteral de fases
induzida por calcio ou proteinas de membrana; esta capacidade da DRC - ndo observada
em outros anestésicos locais — estaria relacionada & localizac&o preferencial da DBC
proximo a cabeca poiar dos fosfolipidios. Tal fenbmeno pode ser relevante nos processos
membranares em que a DBC reconhecidamente interfere, mediados pela alteracdo do
padréoc dos dominios lipidicos, dentre os quais a fusio celular e a prépria anestesia,




Summary

Lipid domains are compositionally different regions within biclogical or ariificial
membranes that may play an important role in physiological and biochemical events as
well. Local anesthetics, however, acts upon membrane proteins by an still unknown
mechanism and exibit a strong correlation between partition to membranes and anesthetic
potency. Among this class of pharmaceuticals, dibucaine (DBC) is a potent one, with & high
membrane partition, able to alter several physiological processes and revert some calcium-
induced effects on artificial membranes.

We have investigated the interaction of neutral and orotonated forms of DBC with
natural and artificial membranes and its effect upon naturally and calcium-induced lipid
domains both in biclogical and artificial membrane systems. Our approach was based on
Static Fiucrescence, Electronic Paramagnstic Resonance (EPR) and Fiuorescence
Microscopy.

Our experiments reveal 2 pK, of 8,4 for DBC and that its aromatic ring may be
located close to the glycerol backbone of phospholipid membranes. Surprisingly, DBC
emission decreased simultaneously to a classical biue shift when membranes are available
or by reducing its soiution polarity.

EPR experiments strongly suggest that DBC reverts Ca™- or Mg*™induced fipid
domains. The parameter o is increased in ternary systems composed by DOPC: POPA; 5-
MeSL when DBC is present, which is antagonic to calcium ion.

Fluorescence Microscopy experiments revealed distinct patterns among DBC, Ca*™
or DBC plus Ca' treatments, in NBD-PA labeled liposomes, ghosts and erythrocytes.
Although Kruskal-Wailis test were not able to tell which treatment differences were
statistically significant, those differences were consistent through ali parameters analysed.
We could observe antagonism between DBC and Ca*?, besides a further ability of DBC fo
disrupt naturally occurring lipid domains.

These data suggest that DBC is able to revert Ca™- Mg™ or protein-induced
domains, for its favoured location close to the phospholipid head. Such phenomena may
be relevant in lipid domain mediated processes, which may include anesthesia itself.
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Membranas

As membranas t&m uma histéria relativamente ionga de estudos, tendo como um
dos marcos as notaveis conjeciuras feitas em 1899, por Overion (apud Datta, 1987)
quanto a natureza lipidica da membrana, & partir da correlacdo enire a taxs de fransporte
de diversos néo-eletrdlites ¢ a solubllidade destes solutos em lipidics.

O modelo de membranas bioldgicas atualmente aceito é o proposto por Singer e
Nicholson {1972) e batizado como ‘Mosaico-Fiuide. O modelo consiste de irés
proposicGes mais importantes, que séo:

« A estrutura da biomembrana em bicamada, com os grupamentos hidrofilicos de lipidios
voltados para a face aquosa e as cadeias acila formando um core hidrofdbico;

s A inserg@o de proteinas intrinsecas nesta bicamada, também regida pelas forcas
intermoleculares fradicionais (interagdes eletrostaticas, covalentes e hidrofébicas, com
prevaléncia das hidrofdbicas), e a adsorcéo de proteinas exirinsecas 2 superficie da
membrana principalmente por meio de forgas eletrostéticas;

e A livre movimentagc dos componentes da membrana, que é de cardter fluido,
permitindo uma distribuicdo aleatdria destas moiléculas.

Tem-se somado porém algumas consideracdes a este modelo, importantes guanto
a0 comportamento das bicmembranas (Glaser, 1992). Primeiramente, a descoberta do
citoesqueleto e sua ligagdo com proteinas de membrana implicou na restricéo de
movimento dessas proteinas. A distribuicdo de proteinas na membrana também ndo é
aleatoria, podendo existir vérios tipos de especializacdes de membrana, como juncdes do
tipo gap, juncdes do tipo fight e microvilosidades.

As demais grandes inovagbes ac Mosaico-Fluido sd@o a existéncia de assimetria
entre as bicamadas, ie, diferencas de composicdes entre as monocamadas e que
parecem ser importantes para ¢ desempenho adequado das atividades de proteinas de
membrana (Honger ef a/,, 1997) e a distribuicio ndc-aleatéria de lipidios de uma mesma
monocamada, gerando dominios.
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A assimetria transversal ocore em relac8o a todos os grandes constituinies de

membranas biclogicas. Os lipidios n&o fogem a regra. Em eritrdcitos, a fosfatidilcoling,

esfingomielina, glicoesfingolipidios e colesterol enconiram-se na monocamada extemna,

enquanto a fosfatidilserina e a fosfalidiletanciamina concentram-se mais na monocamada
interna.

Além dessa propriedade, observou-se em membranas naturais a existéncia de
dominios lipidicos, que sergo discutidos a seguir.

Dominios lipidicos

Dominios lipidicos podem ser definidos como regifes de membranas naturais ou
artificiais gue tenham composicdo diferenciada das demais regies de uma mesma
membrana (Glaser, 1992). Vale distinguidos aqui de qualquer outra forma de
sspecializacgo da membrana, como a distribuicdo ndo-homogénea de proteinas em
membranas naturais, apesar disto poder induzir & formag@o dos dominios lipidicos
focalizados nesta Tese.

Membranas s&o ricas em variedade de lipidios, o que ndo seria justificado caso
servisse somente como uma barreira para separar compartimentos aquosos, ainda que
leve-se em conta seu papel em selecionar a entrada e saida de substancias e a interacdo
da membrana com outras moléculas e células. O papel da diversidade dos lipidios era (e
ainda o é em grande parte) incognito. Alguns avancos deram-se com a identificacdo da
regulacdo da fluidez da membrana (Datta, 1987) e pela descoberta de afinidade de
proteinas de membrana por determinados tipos de lipidios.

Estudos com membranas-modelo, compostas somente por lipidios, revelaram a
existéncia de propriedades bastante interessantes, como a existéncia de diferentes tipos
de fase e, conseqientemente, arranjos diferentes de lipidios (Datta, 1987). Imediatamente
buscou-se correlagbes biolégicas desse fendmeno, que poderiam desempenhar papel
regulatdrio nos diversos processos mediados por membranas, como a fusfo de
membranas, morfologia celular e regulacdo de atividade de proteinas de membrana.

Verificou-se porém uma larga prevaléncia da estrutura em bicamada em fase fluida,
com poucas ocorréncias de fase gel em sistemas biolégicos (Glaser, 1993). Fm sistemas

biomiméticos, a induclo de fransicBo de fase em faixas de temperaturas ndo
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desnaturantes afetou bastante z atividade de enzimas de membrana, alterou restricdes

de movimento e ligacdo de proteinas a membranas, além de notar-se a alteracéo de
temperaturas de transiclo de fases em presenca de peptidecs. Tais substancias eram
capazes, de alguma maneira, de influenciar as proprias interacbes entre lipidios,
diminuindo ou aumentando o AG de tais interagtes (Kleinschmidt & Marsh, 1997

Nesses sistemas ariificiais, agentes como calcio, peptideos e anesiésicos locais
mostraram-se capazes de afetar a distribuicéo de fases lipidicas {Kleinschmidt & Marsh,
1997, Ghosh ef al, 1997), embora ndo se conheca exatamente o mecanismo de tal
alteracéo.

Como dito anteriormente, ndc foram encontradas muitas estruturas lipidicas
diferentes de bicamadas fiuidas deniro do contexto bioldgico, especialmente na fase gel.
Verificou-se no entanto por meio de fluorescéncia estatics e dinamica, (Hartmann sf af.,
1977), microscopia de fluorescéncia, técnicas de recuperacio de fluorescéncia apés
iradiacéc ou “photobleaching” (FRAP) (Yechiel & Edidin, 1987), e calorimetria (Jorgensen
& Mouritsen, 1999, Cevc ef al, 1981) alteracbes na distribuicdo lateral de lipidios de
mermbranas naturais e artificiais, por mudanca de fases dos lipidios e também pOr meio de
agentes indutores de dominios lipidicos havendo ou ndo fransicdo de fases.

A possibilidade de existir uma heterogensidade membranar n3c mediada Dor
transicOes de fase permitiu uma nova corrida 2 identificacio deste fendmeno em células
em plena atividade, ao entendimento das relacdes fisicas subjacentes 2 este processo e
as implicagdes fisioldgicas deste processo. Tal heterogeneidade ou segregacao lateral de
fases é também mencionada na literatura como formacao de dominios lipidicos.

Tem sido demonstrada a existéncia desses dominios em membranas biologicas
como a de eritrGcitos (Shukla ef al, 1982 Rodgers & Glaser, 1991, 1993), de
espermatozoides (Wolf ef al., 1990), de fibroblastos (Tocanne ef al., 1989), de protopiastos
(Metcalf et a/., 1986} e cloroplastos (Finz et al., 1989) que pode estar comrelacionada com
processos fisiologicos como a fuséo e endocitose (embora ainda nao comprovada por
experimentos in vivo). Em membranas ricas em fosfolipidios, a segregacéo ndc aconiece
espontaneamente, mas € induzida por Ca* {(Hartmann ef al, 1977, Hui ef al, 1983
Haverstick & Glaser, 1987), peptidios como a polilisina (Laroche ef al., 1988) e a tionina
{(Wang ef &/, 1983} & proteinas como o citocromo C {Birrel & Griffith, 1976), a proteina
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basica da mielina (Boggs ef al., 1977), a proteina quinase C (Bazzi & Nelsestuen, 1991),

a anexina (Bazzi & Nelsestuen, 1992) e a proteina gp41 do envelope de HIV
{Trommeshauser & Galla, 1998).

A ssgregacao lateral reflete a preferdneia na interacdo seletiva de lipidios com
proteinas membranares ou é resultado da interaco eletrostética de umae ou mais cabecas
polares dos lipidios com o agente indutor. Acredita-se gue © papel do Ca** como agente
fusogénico (Sheremetyev ef al, 2000; Wiseman ef al, 1999, Pryor ef al, 1999) esta
associado a sua capacidade de ligar-se aos grupamenios fosfato de dois lipidios
adjacentes, aproximando-os e desestruturando o arranjo local da bicamada (induzindo a
formacdc de fases hexagonais, no caso de vesiculas de fosfatidilsering e
fosfatidilstanociamina).

Outros processos ainda podem vir a somar-se 4 extensa lista que esid sendo
formada, dentre os quais interessa-nos um papel potencial dos dominios lipidicos no
mecanismo de anestesia local & de outros mecanismos envoivendo acdo de anestésicos
locais e moléculas hidrofdbicas mediada pela membrana.




Anestésicos locais e mecanismo de anestesia

Anestésicos locais (AL) sBio moléculas de estruturas quimicas bem variaveis, gue
podem ser amino-ésieres, amino-carbamatos, amino-cetonas amidas, glcoois, tio-ésteres,
tio-amidas, derivados de uréia, ésteres fosféricos, poliéteres ou aminas (Gupta, 1991). A
Tabela 1 mostra parémetros fisicos e guimicos de anestésicos locais do tipo éster, amino-
éster e amino-amidas, que sfo os AL mais usados clinicamente. Diferem dos anestiésicos
gerais por terem acgdo locslizada, por estes Ultimos serem aplicados via circulacéo
sanglinea, direta ou indiretamente (pelos pulmdes) e por terem acdo sobre os axdnios, ao
invés de agir sobre fransmissdes sindpticas (Covino e Vassalo, 1876).

Tabela 1. Propriedadss fisico-guimicas dos anestésicos locais. Poténcia anestésica,
parémetros hidrofdbicos (coeficiente de particdo, P, e solubilidade em adgua, Sw) e
estéricos (massa molar, MM, drea de van der Waals) dos anestésicos locais das séries
éster (BZC), amino-éster (PRC, CLP e TTC) e amino-amida (LDC a DBC). AL+ e AL°
referem-se as formas protonada e neutra dos anestésicos locais.

Al MM pKa | Poténcia® | Sw (M) | Sw(mM) | Log P

Anestésica| AL+ " L2° | AL+
: 2 - M2 B T dd e E T
PRC | 27276 | 641 | 2,95 63 | 112
CLP | 30722 1 81 Z 020 798 | 055

1,34

0,63
09

2 Poténoia anestésica relativa e meia-vida sangiiinea, de acordo com Covino & Vassalo (1876); P
Determinado em tamp&c acetato 20 mM, pH = 5.0; ° Detemminado em tampéo carbonato 20 mM, pH = 10.5;

d Entre octanol e agua, segundo Strichartz (1990); € Entre vesiculas de EPC e Agua, segundo de Pauia &
Schreier (1895) e Pinto ef af (2000); f Gupta (1881).
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Apesar deste amplo uso, como ocorre a anestesia local ndc é ainda

completamente conhecido. Urge entdo um entendimento de como AL agem para que se
possa conhecer as conlra-indicacbes, efeitos colaterais, @ mesmo desenhar anastésicos
mais potentes, mencs t0xicos ¢ adequados para diversas situacdes (de Jong, 1994).

Fisiologicamente, o potencial de repouso de uma membrana é mantido pelo fluxo
do K" através da membrana, pels afracfio do I a anions intracelulares e pela bomba de
Na'/ K. A alteracdio da condutincia ou da concentragdo de um desses componentes pode
levar & abertura de canais de Na'. Nesta situacdo, o influxo de Na* leva & uma
despolarizac8o da membrana’. A repolarizacgo de membrana dar-se-& pelo fechamento
dos canais de sodio, apds poucos milissegundos, e pelo bombeamento de potéssio para
fora da céiula pela Ne', K' ATPase A stivacBo e fechamento dos canais de Na*
desempenham papel fundamental e sdo realizados através de varias etapas entre o canal
no estado de repouso (ndo-condutor} e aberto {condutor) e é nessa proteina que atuam os
anestésicos iocais.

Além de agir sobre og canais de s6dio voltagem-dependentes, os AL tém ainda a
capacidade de interferir em varios processos gue envolvam estruturas membranares,
como receptores de acetilcolina (Forman & Miller, 1989; Arias ef af., 1990), citocromo
oxidase (Casanovas ef al., 1983; Horakova ef al., 1989), a proteina EnvZ (Rampersaud &
Inouye, 1991) e vérias ATPases (Saishu ef g/, 1983; Vanderkooi & Adade, 1986; Adade ef
al, 1984, Henao et al,, 1991; Wu & Berkowitz, 1991; Wolosker ef al., 1992) de reticulo
endopiasmatico, cloroplastos e mitocdndrias, inibindo o transporte de elétrons nessa
Gltima (Chazotie & Vanderkooi, 1981; Sztark ef af, 1994).

! E através da despolarizagio da membrana que se propaga o estimulc nervoso, tamsmitido teda vez que ¢ atingido um
potencial de aclio {Aires, 1591}




Agao dos anestésicos locais na proteina canai de sédio

O canal de sodic voltagem-dependente & a principal proteina do axénic, chegando
& representar mais de 90% das protsinas de membranas deste. Esta protsina, que
pertence & familia dos canais de potéssio e de célcio voltagem-dependentes ndc possui
um sitio receplor, @ sua ativacéo é feita pela alteracdo do potencial siétrico da membrana
que causa modificacdes conformacionais na proteina, levando-a a ativar-se (Marban ef a/.,
1998). £ uma glicoproteina, seletiva ao ion sédio {a passagem de K’ equivale 2 cerca de
8% da de Na"); pode apresentar mais de uma subunidade, mas somente 2 ¢ & requerida
para sua funcéo.

A estrutura primaria do canal de Na' de lula fol deduzida de sua seqléncia genética
(Noda ef al, 1984). O canal possui grandes regides hidrofdbicas em a-hélice e
atravessando a membrana, espagadas por regides hidrofilicas, envolvidas na formagao do
poro ibnico e da interface polar ¢ apresenta-se como uma Unica glicoproteina de
aproximadamente 200 kDa, altamente glicosilada e com grande proporcac de residuos de
aminoacidos carregados negativamente - cerca de 100 cargas negativas por canal (Milier
et al, 1983). Canais de musculo esquelético tem a subunidade o {260 kDa) e uma ou
duas subunidades B (38 kDa cada) enquanto os canais voltagem-dependentes de enguia
e de coragdc de galinha apresentam apenas a subunidade o (Caterafl, 1992).
Experimentos usando anticorpos anti-peptidios de 81 e B2 mostraram que a maior parte
dos canais de sodio de cérebro de rato tém ambas subunidades §: a subunidade o tem
26CkDa e 2006 residuos de aminodcidos (Noda ef a/., 1986) ¢ as B tém 23 e 21kDa cada,
sendo gue B2 esta ligada a subunidade « por pontes dissulfeto enguanto 1 liga-se néo
covalentemente a o. Cada subunidade § tem um grande residuc amino terminal
extracelular com varias regides de consenso para N-glicosilacao.

Menos de 20 proteinas de membrana tiveram suas estruturas tridimensionais
resclvidas até o momento (Sakai & Tsukihara, 1998). O canal de potassio é uma dessas
proteinas, cuja estrutura com resclucdo de 3,2 angstrons, obtida por cristalografia de
Raios-X (Dovie of al, 1998) & mostrada na Figura 1. Os canais de ootassio sdo muiio

similares aos de sodio, pois apresentam quatro dominios (I a IV) compostos de seis -
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heélices transmembranares {81 a 58). Em cada dominic a a-hélice 84 - com vérios

residucs de aminoacidos carregados positivamente - iem importancia fundamenial no

orocesso de abertura do poro. Como ésses canais voltagem-dependentes ndo tem uma

molécula ativadora sspecifica, as g-hélices 54 formam a regifo “voltage-sensing’ ou de
disparo do canal (Scheuer, 1899). Acredita-se gque a mudanca do potencial da membrana
desestabiliza © segmentc S4 cujas cargas positivas s&o mantidas por pareamento com
cargas negativas de oulros segmentos itransmembranares. Com a despolarizacio da
membrana reduzem-se as forgas que maniém as cargas positivas de 54 na sua posigéo ¢
a heélice 54 sofre uma rotacdo (movimento espiral de cerca de 60 graus, desiocando-se

cerca de & angstrons para fora da bicamada). Esse movimenio deixa uma carga negativa

ndo pareada no interior da bicamada e expde uma carga positiva na superficie externa da
membrana, resuitando na transferéneia de carga liguida de +1 (Caterral, 1392).

e

{A) (B)

Figura 1: Estrutura do canal de potassio. (A} Vista tridimensional do {etramero do canal de

potassio; (B) Hlustracio do poro idnico do canal (de acordo com Doyle ef al., 1998).

Evidéncias da interagdc de AL com o canal de sédic de axdnios vém sendo
publicadas hé vérios anos. Frazier e colaboraderes (1970) verificaram que analogos

guaternarios de AL blogusavam a conducdo nervosa gquando aplicados por perfusao aocs
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axbnios gigantes de lula perfundidos, porém eram relativamente ineficazes quando

aplicados externamente (Frazier ef al, 1970: Narahashi of al., 1969; 1970). Mas foi
somente na década de 90 que estudos de mutag8o sitio dirigida detectaram a existdncia
de um sitio hidrofobico para ligac8o de AL localizado na alfa-hélice S6 do dominio IV da
subunidade o do canal de sddio de cérebro de rato. (Ragsdale ef &/, 1994 e 1998},
reforcando a importancia da interagiio AL-lipidic como facilitadora do acesso do AL a0 seu
sitio na proteina canal de Na* (Mason ef al, 1991), cuja inativacdo é responsavel pela
inibicdo da conducdo do estimuio nervoso.

A interacdo direta da proteina com moléculas com acdo anestesica s6 foi
comprovada para venenos como a tetradoxina e saxitoxina (Kao & Nishiyama, 1965; Hille,
1971), o e v pepiidec-ioxinas de escorpifo (Strichariz ef al., 1987). Elas ligam-se na
interface interna da membrana, bloqueando o canal da Na* {Frazier ef al., 1970; Narahashi
ef al, 1868; 1970; Butterworth & Strichartz, 1980).

Em principio os anestésicos locais poderiam agir sobre vérias etapas da excitacdo
neuronal sobre a diminuigdo do potencial de repouso, o aumento do potencial de acdo, cu
modificando as velocidades de despolarizacéo ou repolarizagdo. Experimentos realizados
com nervos isolados mostraram ndo haver uma alteracdo significativa no potencial de
fepouso nem no potencial de acéo (Covino e Vassalo, 1976) na presenca do AL. H4
porem, uma diminuicdo na velocidade de repolarizacao guando aumenta-se a
concentracdo da maioria dos anestésicos locais. Em quantidade suficiente ocorre o
blogueio do impulso nervoso e o potencial de acdo ndo é atingido

Atualmente existem duas grandes hip6teses a respeito da acao dos AL sobre os
canais de Na’. A primeira propde um bloqueio da abertura destes canais diretamente
pelos AL ou ligagéo destes em sitios receptores sspecificos da proteina, mudando sua
conformacdo. A segunda hipbtese, também conhecida como hipétese do lipidio, considera
uma influénecia dos AL sobre a camada lipidica. A alteracdio das propriedades fisico-
guimicas da membrana levaria a mudangas conformacionais do canal de sadio, tormando-
o inativo.
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Dibucaina

A dibucaina (DBC) apresenta estrutura bastante diferenciada dos demais AL de uso
clinico (Figura Z). £m consequéncia ac grande anel quinolinico, e ao grupamenio butila
ligado ao anel pelo oxigénio o coeficiente de particBo da DBC para a membrana é aito (de
Paula & Schreier, 1985 e 1996) em relac@o aos demais AL. Seu anel rigido e volumoso,
impbe restricdes & molécula e deve modular sua intercalacic em membranas. A
localizagéo da forma desprotonada da DBC em membranas lipidicas & mais superficial
que a da TTC, como revelade por “H e *'P-RMN (Browning & Akutsu, 1882), e depende
bastante de interagbes eletrostaticas com a cabeca polar dos fosfolipidios (Eftink ef al,
1985).

Através da calorimetria, Papahadjopoulos e colaboradores (1875) mostraram que a
DBC protonada interage com fosfolipidios carregados negativamente diminuindo a
temperatura de transicBc de fases de bicamadas de PS. Cullis & Verkleij (1979)
mostraram que a DBC protonada compete com o Ca** pela interacio com grupamentos
fosfato da cabeca polar e, por esse mecanismo estabilizaria a fase lamelar lipidica, j& que
o Ca®* induz a formagso de fase hexagonal (Hornby & Cullis, 1981) em lipossomas.

HC.O,

Figura 2 : Representacio da molécula de DBC em sua forma desprotonada.

A DBC?, assim como outros AL que tem um grupamentc amina terciario, existe
tanto na forma ndo protonada como na forma de cétions de aménio, que se ionizam

2 O nitrogénio do anel quinolinico tem pK, de 1,77 (Vanderkooi, 1984) e, portanio, sus ionizaclo néo &
imporiante em condigles fisioldgicas. importante em condigbes fisioigicas. importante em condicBes
fisioldgicas.
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fracamente. De uma maneira geral, os pK, dos AL do tipo amino-amidas como a DBC

s8o ligeiramente menores que o dos AL do tipo amino-ésteres (Gupta, 1891, Strichartz of
al, 18%80).

Ka

AL-H' ALY +H°

A constante de dissociacgo {K,) da amina tercigria faz com gue em pH fisicldgico
encontrem-se presentes ambas as formas: carregada (DBC*) e neutra {DBCY. O oK,
aparente do grupamento amina tercidrio da DBC ests em tomo de 8,3 (Agin ef al, 1965).

A interacdo das formas ionizada e neutra dos AL com membranas & diferente.
Moléculas anfifilicas como os AL tendem a interagir com a fase lipidica em fungéoc de sua
hidrofobicidade. Quanto maior a razdo hidrofébica/hidrofiica da molécula, maior a
interacao desta na fase membranar. Por isso AL desprotonados tem maior afinidade por
membranas lipidicas (Boulanger ef a/., 1980) e biclégicas (Strichartz & Ritchie, 1987).

Também a poténcia anestésica esta diretamente relacionada 3 hidrofobicidade dos
AL {Gupta, 1991} que, como ja foi dito, & maior para a forma desprotonada. Por essa
raz&o, é fundamental que se considers a reaj concentracao da droga desprotonada (que
parficiona mais no axdnio) em pH 7,4: caso contrério um AL amino-amida parecera mais
potente que um amino-éster similar, simplesmente porgue estara presente em maior
quantidade do que este, na forma desprotonada (Wildsmith ef ., 1987).

A frag@o protonada dos AL interage menos com a membrana, porém tem maior
solubilidade em agua. A solubilidade aquosa € um fator fimitante da distribuicdo dos AL g é
2o importante quanto a hidrofobicidade para a farmacodinamica (Kubinyi, 1979) destes. A
velocidade de transferéncia do AL entre membranas é mediada pela solubilidade dos
mesmos nos compartimentos aquosos intermediarios. Fssas caracleristicas das formas
neutra e protonada s&o muito importantes para que o AL alcance a membrana das células
nervosas, atravessando barreiras membranares, e restabelecendo sua concentracéo (e
equilibric de ionizagdo) no compartimento agquoso subseqlente (de Paula & Schreier,
1995 e 1896).
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A interacic dos AL com a membrana pode ser descrita pelo seu coeficiente de

partico, que € um parametro dependente da hidrofobicidade molecular (Kubinyi, 1979).
Define-se o coeficiente de particdo {P) de um solulo entre duas fases, como a razdo das
concentraglbes desse nas fases. O esquema abaixo (Schreier ef al., 1984a) mostra a
particBo de um AL ionizavel entre a fase aguosa e membranar. Na distribuicdo dos AL
enire membrana e agua temos um equilibrio das conribuicies da dissociagio em égua

(Ks) e em membrana (K.™) e da particBo (P) diferencial das formas protonada e
desprotonada dos AL (P., Pp), representado por :

Ka
AL-H* ~— AR Ha0

£ '
- |
" |

O
AL+ HY MEMBRANA

Quando os valores de P sdo muito diferentes entre a forma protonada e neutra,
pode haver um desiocamento no equilibrioc de ionizagdo, como demonstrado para a
tetracaina (Schreier ef al., 1984a). No caso da DBC os valores de P ndo sdo diferentes o

bastante para alterar significativamente o valor de pKa, como mostrade recentemente
(Malheiros ef al., 2000).
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Anestésicos locals e dominios lipidicos

Em nosso laboratdrio tem-se esiudado a interacBo de familias de AL com
membranas fosfolipidicas através de técnicas espectroscopicas como Ressonancia
Paramagnética Eletrdnica (RPE) e fluorescéncia {Lissi ef a/, 1990; de Paula & Schreier,
1985} e Ressonancia Magnética Nuciear (RMN) (de Paula, 19893} e fotometria (Pinto ef &/,
2000; Maiheiros et &/, 2000). Investigou-se a correlaco entre pargmetros fisico-guimicos
de hidrofobicidade (partigdo, solubilidade aquosa) da forma desprotonada dos AL =
alteragbes estruturais e dindmicas - parametro de ordem e tempos de correlaggo
rotacicnal - da fase lipidica (de Paula & Schreier, 1995, 1996) e encontrou-se dados
indicativos de que efeitos estéricos dos AL influenciam sua jocalizacdo na membrana,
determinando o grau de perturbac&o da fase lipidica (Pinto ef a/, 2000).

Como a DBC é capar de desiocar ions Ca** da cabeca polar de fosfolipidios
(Cerbon, 1972; Cuilis & Verkieij, 1979), revertendo a inducdo de fases hexagonais em
membranas modelo compostas de fosfatidiletanolamina e fosfatidiiserina, propusemo-nos
verificar © efeito deste AL na segregacéo lateral de fases de membranas modelo e de
eritrécito, utilizando medidas de microscopia de fluorescéncia gigitalizada e RPE,
correlacionando esses dados com as alteragdes estruturais e dinamicas da DBC em
membranas. Como o efeito de um anestésico local na indugdo de dominios lipidios em
membranas bioldgicas ainda ndoc foi descrito, a demonstracdo desse efeito, em
concentracbes de AL iguais as usadas clinicamente fortaleceria a hipStese do papel
fisioldgico da formag&o de dominios na resposta celuiar, além de prover nova evidéncia da
relevancia de interagbes com a fase lipidica para ¢ mecanismo de anestesia,
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Ressonéncia paramagnética eletrénica

A ressonancia paramagnética sletrbnica (RPE) € uma técnica especiroscdpica que
opera na regifo de microondas (GHz) e detecta transicbes de estados de spin eletrdnicos.
A energia cormespondente a essas fransicfes coresponde a movimentos transiacionais,
rotacionais e segmentares das moléculas, o que permile a andlise desses movimentos
através dos espectrogs oblidos. A resson@ncia ocorre em moléculas ou  fons
paramagnéticos, na presenca de um campo magnético {Carrington & MclLauchian, 1967;
Wertz & Bolion, 1972).

Elgtrons desemparelhados tem momento magnélico de spin e se orientam guando
submetidas a um campo magnético externo (Hp) que separa os subniveis de energia do

momentc magnético de spin eletrdnico. Se a energia adequada (de ressonéncia) for

fornecida ao sistema pode haver absorcio e transicdo entre os subniveis energéticos, de
acordo com:

h.o=g.B,.Ho )

onde h & a constante de Planck (6,62620.10* J 1), v é a frequéncia da radiacdo

incidente, ; & um fator caracteristico do elétron (proximo a 2) e B¢ € 0 magneton de Bohr
(Be = 9,27408.10% J G-1).

A n&o ser em proteinas contendo jons metélicos {como ferro e cobre) e radicais
livres provenientes de reagbes de Oxido-reducdo, moléculas paramagnéticas ndo sio
comuns em sistemas bioldgicos. A técnica de marcador de spin {Ohnishi & McConnell,
1965) veio solucionar esse problema, pois radicais paramagnéticos podem ser
incorporados as proteinas, dcidos nucléicos e lipidios de membranas (Kosman, 1584),
covalente ou fisicamente (como no caso da intercalagdo entre as moléculas componentes
de membranas). Em membranas, a incorporacdo de moléculas reporter (marcadores de
spin), permitiv a obtencBo de informacgfes estruiurais e dingmicas (movimento das
moléculas) da bicamada, promovendc um grande avanco no conhecimentc desses
sistemas, nas Ultimas trés décadas (Schreier ef a/, 1978).
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G marcador de spin mais utilizado é o radical nitréxido MeSL {Figura B) devido 2

sua estabilidade decorrente da presenca dos grupamentos metilicos nos carbonos
vizinhos ao nitrogénio. O nddles do nifrogénio, que possui spin nuclear | = 1, gera uma
interacdo entre 0s spin nuclear e o spin eletrdnico (interacdo hiperfina) que resulta em um
desdobramento da absorcdo em 2141 (=3) linhas, correspondentes as trés possiveis
orientagdes do spin nuclear do nitrogénic (m= +1, 0, -1 ). Na auséncia de outras interactes

Ea A
(H troca © H dipoiar), © especiro resultante mostra trés transigbes possiveis, separadas

por A, a constante de desdobramento hiperfino. Na espectroscopia de RPE, em geral, é
registrada a primeira derivada do espectro de absorcao.

A Hamiltoniana de spin, descrevendo a energética das transicBes de spin, pode ser
representada por (Carrington & Mclauchian, 1967

H =8 HogS + SAT + B, Ho.gy.T+ H trocat M dipolar (2)

onde e e B s&o os magnetons eletrbnico e nuclear, respectivamente, g, & o fator

Zeeman de desdobramento nuclear, S & o operador do momento angular de spin do

elétron, % € o operador de momento angular do spin do nudclec e A o tensor de
desdobramento hiperfino. Na equacéo, o primeiro termo da soma representa as interacdes
eletrbnicas de Zeeman; o segundo termo as interacdes hiperfinas (entre spin eletrdnico e
spin nuclear), o terceirc termo representa a interag&o entre © spin nuclear @ o campo

magneético (terme nuclear de Zeeman), que é desprezivel nas condicbes usuais de uso do

marcador de spin em RPE (Schreier et a/., 1978); e os termos H trocg © H dipolar referem-

se a interagSes spin eletrdnico/spin eletrénico, intermoleculares, que acontecem em altas
concentracbes de radicais ou em polirradicais, respectivamente. Como em membranas os
marcadores de spin sfo incorporados em baixa concentracéo (1-2 mol %), as
contribuicbes desses dois Ultimos termos costumam ser despreziveis. Porém elas podem
ser usadas para estudar a proximidade entre moléculas marcadas {(em alta concentrac3o),
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como no casc da difuséo iateral de lipidios (Devaux & McConneli, 1972; Trauble &

Sackmann, 1972, Marsh & Smith, 1972) que estudaremos neste trabalho.

O desdobramenio hiperfing, ,g, e o fator % do elétron s&o propriedades tensoriais e,

portanto, anisotropicas dependendo da orientagdo da amostra em relacéo ac campo Hg.

Assim, o5 especiros de RPE dependern da orientac8c dos eixos principais da molécula em
relacéo a0 campo magnético externo. No casoc dos radicals nitrdxido, definindo um sistema
de coordenadas x, v, Z, em que 0 eixo X & a direcdo da ligacio N-O & o eixo z coresponde
& direcdo do orbital 2p, (onde € mais provavel a presenca do elétron desemparelhado),

esse sistema concide com a direc@o dos principais componentes dos tensores g & A { g

By Bz © ;sm }éw e éw Wertz & Botion, 1972). Para a maionia dos radicais nitroxidos, os
valores de % e A {determinados dopando-se monocristais de um composto diamagnético
com © marcador de spin; estam em iormo de: ;a =~ 2,009, ;w =~ 2,008, ;R = 2,002; ;xxx =

A,~6G eA,~ 32G (Grifith f al., 1965; Schreier ef al., 1978).
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Efeito da orientac@o molecular no espectro de RPE {parametro de ordem)

Os marcadores do fipo &cido doxil-estedrico orienfam-se com O eixo z
aproximadamente paralelo & normal da bicamada (Griffith & Jost, 1978). A anisotropia de

% & A éa base do calculo de parBmefros de ordem em membranas. O parametro de
ordem (8), uma medida da orientacdo da molécuia em relacdo ao eixo diretor (normat 2
bicamada) varia de 0, em sistemas isotrépicos, até 1. para uma molécula perfeitamente
orientada. S reflete a amplitude angular do movimento anisotrdpico da molécula.
Descrevendo um movimento anisofrépico em que o eixo longo molecular do marcador de
Spin precessa rapidamente dentro de um cone orientado perpendicularmente 2 superficie
da bicamada, define-se S por (Jost et a/., 1971);

i
S= E(cos y+00s” ) (3)
onde y € o angulo do cone, dentro do qual o eixo longo molecular executa um caminho ao

acaso.

Neste caso, S pode ser obtido de:

Afl—-41

SZAZZ—(AXX+AW)/2 @

onde 4//,A1 referem-se aos desdobramenios hiperfinos correspondentes acs
marcadores orientados com seus eixos iongos moleculares paralela e perpendicularmente,
em relacao ao campo magnético externc, respectivamente. Esses vaiores representam as
medias do movimento em relagéo ao eixo longe molecuiar, considerando-se uma simetria
cilindrica ao redor desse eixo.

No caso dos marcadores nitrdxido, cujo eixo z & paralelo ao eixo longo molecular, o
especlro apresenia caracteristicas importantes {extremos intemos e extremos externos,

2477, 241}, que podem ser usadas para determinagéio de 4// ¢ AL (MHubbsl &
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McConnell, 1971). A resultante é um espectro de p6, i.e. a soma dos especiros de todas

as orientacbes possiveis, porgue a particula onde se encontra © marcador estd tombando
lentamente, na escala de tempo do experimento.

Se o grau de ordem na membrana € pequeno, 0s extremos externos ndo s30
resolvidos e o parémetro de ordem n8o pode ser medido diretamente. E o que scontece
com 08 especiros de marcadores do tipo dcido doxil estedrico quando o radical nitréxido é
incorporado em carbonos mais préximos ao interior lipidico (préximos a metila terminal) e
com os ésteres metilicos destes. Us metil estearatos ndo interagem fortemente com a
interface aquosa da membrana (Ernandes ef al,, 1977; Schreier ef al., 1978) por ndo
possuirem um grupamento carregado para ancorar-se ao nivel da cabeca polar dos
lipidios. Pela falta de uma forte interac@o, o especiro mostra um baixo grau de anisotropia,
o que impede tanto a medida do parémetro de ordem, como o caiculo preciso dos tempos
de correlacado rotacional da molécula empregando a teoria desenvolvida para sistemas
isotropicos (Wertz & Bolton, 1972). Nesse caso pode-se usar o parametro empirico
{(hufhg), isto €. a raz8o das alturas dos picos de campo baixo, h.i, & médio, hy, como uma
medida do grau de organizagdo da membrana, compreendendo com isso efeitos de ordem
e mobilidade das moléculas na bicamada (Schreier ef al., 1978, 1984a). Quanto mais
anisotrépico o movimento do marcador na membrana, mais alargadas as linhas espectrais
e maior a diferenga enire os picos de campo baixo (h.) e médio (ho).
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Monitoramento de formacao de dominios por RPE

O acompanhamento da formacio de dominios por RPE baseia-se na utilizacdo
consistente de parametros que descrevam as mudancas do perfil espectral associadas a2
interacles de troca, isto &, entre os spins eletrbnicos de duas moléculas paramagneaticas
vizinhas. Em geral, marca-se os lipidios zwitteribnicos (Ohnishi & o, 1974}, aue sdo
incorporados &s membranas em proporgbes maiores que 5 mol %. A Figura 3 mostra um
espectro de troca de estados de spin do marcador 5-metil estearato em uma membrana
composta por DOPC: DOPA: 5-MeSL 75: 10: 15, que exemplifica os especiros obtides no
estudo de dominios lipidicos.

{7
p—
i

Figura 3: Especiro de "troca” de RPE com o marcador 5- MeSL, obtido de membranas
compostas por membranas compostas por DOPC: POPA: 5-MeSL nas proporces
moiares de 75:10:15, em tampao Tris 20 mM, pH 7.4. Os pontos indicados referem-se a

medidas usadas na avaliacio da formagdo de dominios lipidicos, pelo parametro a.

Para quantificar as mudancas espectrais utilizamos o parametro o (Devaux &
McConnell, 1872), definido como:

a= 0,5 {AB/CD) {5}
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onde A, B, C, U séo indicados na Figura 3. AB indica o comprimento do segmento de

reta do ponto A ao ponto B, 0 mesmo valendo para CD. Tomamos o ponto D como zero,
por coresponder a finha de base especiral. Note gus em um espectro padronizado,
dividindo-se 0 espectro obtido pelo valor de méxima intensidade encontrado neste {cue
corresponde ao valor em A), temos que A= 1, e C & igual a AB/ 2 (que é o ponto médio
do pico de campo baixo). Assim, o parametro o depende inteiramente da altura de B em
um espectro padronizado.

Este parametro descreve o formato do espectro de ressonancia e é proparcional ao
maijor encontro de marcadores de spin, como foi notado por Devaux & McConnell {(1972).

Adotamos um par@metro de formag@o de dominios para uma mesma concentracéo
de marcador, ofap, onde a € o valor medido no experimento e ap corresponde a medida de
o para o controle, que normaliza os dados.
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Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia bassia-se na propriedade de emiss3o de cerios
compostos guando excitados em um determinado comprimento de onda. Esta técnica, tal
qual a microscopia optica, permite identificar substancias e estruturas, selecionando-se
nesse caso, as capazes de fluorescer (White ef a/,, 1991).

Um dos maiores usos dessa técnica € no uso de anticorpos monoclonais marcados
com grupamentos fluorescentes. O principio subjacente a esta aplicacic é a mesma de
outros métodos que utilizam coloracdes: o uso de reagentes que podem revelar moléculas
ou estruturas com relativa especificidade.

Esta metodologia encontra aplicacdo imediata no esiudo de membranas,
especialmente no estudo da distribuicio lipidica em membranas. Pudemos acompanhar a
formac&o de dominios induzidos por célcic e a observacdio da reversao do efeito do calcio
por esta técnica, junto ao lab. do Dr. Michael Glaser, na University of illinois at Urbana-
Champaign, utilizando diferentes lipidios marcados com grupamentos NBD.

Neste trabalho, visou-se a continuidade do trabalho de microscopia de
fluorescéncia, usando-se um processamento de imagens e estatistico,



22

Objetivo

O objetivo deste trabalho é o de estudar propriedades espectrofotométricas & o

efeito da DBC na formacdo de dominios lipidicos induzidos por Ca**, em vesiculas
lipidicas e eritrécitos, utilizando:

s Absorciometria
® Medidas de Fluorescéncia, com marcadores membranares.
® Ressonéancia Paramagnética Eletrdnica

® Microscopia de fluorescéncia digitalizada
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Materiais e Métodos

Lipidios

Os lipidios usados nos diferentes experimentos foram a2 dioleilfosfatidiicolina
(DOPC), a fosfatidilcolina de ovo (EPC) da Sigma Chem. Co. a dioleiifosfatidilsering
(DOPS), o dicleil acido fosfatidico (DOPA) & o 1-paimitoil-2 oleil acido fosfatidico {(POPA),
da Avanti Polar Lipids, Inc. Os lipidios com marcadores fluorescentes foram o 2-{12-(7-
nitrobenz-2-oxa-1, 3-diol-4-ilyaminoc) dodecanoil - 1 - hexadecanoil sn-giicero 3-fosfocolina
(NBD-PA) ou 3-fosfoserina {NBD-PS) da Avanti Polar Lipids Inc, e 1-hexadecanoil-2-(1-
pirenodecanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina (PyPC) da Molecular Probes. Os marcadores de
spin foram o S-doxil estearate de metila {(5-MeSL, mosirado na Figura 5) e 0 7-PCSL da
Sigma Chem. Co. Usou-se também colesterol no preparo de vesiculas doadoras. A Figura
6 mostra o marcador de fluorescéneia Hoescht 33342, usado nos experimentos de
correcao da flucrescéncia da DBC.

CHa Oty
|”_CHs A
O] CHag, N ?Hz-—jCH-CHz-o-i;~o—<CHz>z—i:\4-—ce~a
+&° CHg o o o CHy
s o | AN
Cl:Hz ol C=0
CH
| 0 o)
CHo =0 |

DOPA EPC {composigdo média) 7-PCSL

Figura 4: Estrutura de lipidios e marcadores de membrana utilizados.
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Figura §: Estrutura do MeSL. e dos marcadores de membrana.

Figura 8: Estrutura do fluoréforo Hoeschi 33342,
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Solucdes

As solucbes esiogue e tampbes foram preparadas analificaments, com reagentes
de pureza analitica.

Us tampGes usados foram o carbonato/bicarbonaio 20 mM, pH 102 (0,02 M
Na;COsz e 0,02 M NaHCOs, na proporgéo 9:1), o tampéo acetato 20 mM, pH 5,5 (0,02 M
acetato de sodio e 0,02 M de acido acético, na proporcéo 86:14), o tampao Tris 20 mM,
pH 7.4, e o tampéo PBS 5 mM, pH 7.4 (5 mM NaHPO, + NaCl 145 mM). Todos os pH
foram ajustados com adicio de HCI e/ou NaOH, com leitura concomitante do pH.

Os estoques de iodeto de sddio (Nal) 1 M e de DBC 50 mM foram conservados
protegidos da luz. Todos as solugfes estoque usadas em medidas de fluorescéncia foram
preparados em agua destilada.
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Dosagem de lipidios

A dosagem de lipidios foi feita com as solugbes estogue de lipidics € com a2
suspens8o de lipossomos, apds extrusfo. O método (Rouser ef al, 1970) consiste no
preparo de solucbes-padréo de NapHPO, , contendo de 0,01 a 0,6 umoles de PO, por
tubo que reagem com molibdato de aménio, em meio redutor, formando fosfomolibdato, de
coloraggo azul intensa. No ensaio os volumes das aliquotas das solugdes a serem
quantificadas foram calculados a partir da suposta concentragdio de lipidio de cada
amosira para obter-se uma leitura compativel com a concentracdo de lipidic da curva
padrao construida.

Preparou-se uma solugdo reagente contendo 126 mg Mo(NH4),, 28,5 mL de agus,
825 ul de Hp80,4 concentrado e 495 mg de écido ascbrbico, dissolvido em agua para
concentracdo final de 10% de molibdénio, adicionados na ordem indicada.

Secou-se 0s tubos com as amostras previamente secas com N; em estufa por mais
de duas horas, adicionando-se em seguida 50 pl de HCIO, A digestao seguiu-se por
mais uma hora a 180°C, com os tubos fechados com bolas de gude para impedir refluxo
do material.

Adicionou-se em cada tubo (branco, padrbes e amostras} 900 pl da solucio
reagente & agqueceu-se os tubos a 45°C por mais 20 min. A absorvancia das soluctes de
cada tubo foi medida a 795 nm em um espectrofotdmetro Beckman DU-70. As
concentragbes das amostras foram obtidas comparando-se as respectivas leituras com a
curva padrao construida por regressé&o linear a partir dos padrGes.
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Preparo de membranas

As membranas utilizadas foram as vesiculas muitilamelares MLV, vesiculas
unilamelares peguenas (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUVY), vesiculas
unilamelares gigantes (GUV) e membranas de ghosts de eritrécitos.

Todas as membranas, com excegcdo de ghosts, foram preparadas a parlir de
quantidades adequadas de lipidios de estogues em cloroférmic, depositadas por
evaporacgo sob fluxo de N.. As amosiras foram deixadas posteriormente submetidas a
vacuo por pelo menos duas horas para que néo houvesse cloroférmio residual.

Lipossomos do tipo MLV foram obtidos por agitacdo dos tubos contendo o filme
lipidico no tamp&c escolhido por cerca de 30 g8g, OU por sucessivos congelamentos,
aquecimentos e agitacfo, & temperatura ambiente.

As SUV foram preparadas por sonicagdo, por cerca de 40 min. até gue & amosira
ficasse ftransitcida. Utilizamos o sonicador Sonics & Materials Inc. {modelo VC50,
freqiiéncia 20 kHz, poténcia 50 W). Nessa poténcia, o tempo total de sonicac8o e o ciclo
de agitacio e repouso para evitar aquecimento da amostra foram determinados como
sendo: 40 min e 1 min para 1 min, respectivamente. As amostras eram mantidas sob
refrigeragéo (5°C) durante a sonicacio.

Vesiculas produzidas por extruséo foram obtidas passando-se amostras de MLV
por filtros de 0,1 um (Poretics) cerca de dez vezes consecutivas, para garantir o tamanho
e a homogeneidade dos lipossomos. O extrusor utilizado foi da marca Lipex.

Vesiculas unilamelares gigantes foram preparadas adicionando-se 250 nmoles
de lipidios desejados (estocados em cloroférmio) em tubos de vidro com fundo plano com
cerca de 15 x 45 mm. Apés a secagem dos lipidios como descrito, colocou-se muito
gentilmente 700 ul. do tampéo a ser usado sobre o filme de lipidio. Guardou-se a seguir o
tubo fechado em repousc por 24 horas em banho-maria a 37°C. Sob esta temperatura as
vesiculas formadas s8o maiores que as obtidas & temperatura ambiente. Estas vesiculas
foram preparadas para microscopia confocal.

Ghosts foram obtidos de estogues congelados. Tais membranas foram preparadas
& partir de suspenséo de eritrécitos humanos (Dodge ef al., 1963), obtidos de boisas de
sangue do Hemoceniro da Unicamp. A suspensao de eritrécitos foi separada em 8 tubos,
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cada um contendo aproximadamente 1 ml de suspensdo de hemacias. Os tubos foram

completados para aproximadamente 20 mL com tamp8o fosfato 5 mM pH 80 e
submetidos a centrifugagio de 8000 x g por 20 min. em centrifuga Beckman J2-21. Apds
cada centrifugacéo, o sobrenadante contendo hemoglobina foi descartado e o precipitado
foi novamente ressuspenso com o mesmo tamp&o. Repetiu-se esse procedimento até que
fossem obtidas as membranas livres de hemoglobina (controle feito pela observac8o, a
olho nu, das membranas esbranguicadas).

Para a Gltima centrifugacdo foram adicionados volumes aproximadamente iguais de
tampao e dgua destilada para a retirada de qualquer hemoglobina contaminante que ainda
néo tivesse sido removide. Para a estocagem dos ghosts, estes foram submetidos a uma
uitima centrifugacdo nas mesmas condicdes realizadas para s refirada dos contaminantes,
utilizando-se PBS, que comesponde ao tamp8o utilizado nos experimentos de
fluorescéncia. Os ghosts obtidos foram estocados em tubos tipo Eppendorf (contendo
aproximadamente 1mi cada) no congelador, a -85°C.

A preparacdc de ghosts para microscopia de flucrescéncia foi feita a partir da lise
de sangue total usando-se 10 vezes o volume inicial de NagP0O4 5 mM, pH 7,0 (5P7,4) a
4°C. Centrifugou-se a amostra a 10000 x g por 10 min O precipitado foi entdo suspenso
em Tris 10 mM contende NaCl 150 mM livre de Ca™ e Mg™ (tampgo TBS), a 4°C.
Realizou-se uma ou duas centrifugaces adicionais a 10000 x g, seguida de ressuspenséo
do precipitado, como anteriormente descrito. Esta solugio foi entdo agitada, gentiimente,
por cerca de 15 min. Para maior conservacdo da amostra, adicionou-se azida sédica para
uma concentracao totai de 0,02 %. Tais ghosts também foram preparados pela lavagem
de eritrdcitos até que o scbrenadante estivesse claro - normalmente de 2 a 3 vezes - com
TBS e entdo suspendidos em tampéao de lise {5P7,4) e agitados por 5 min. A lise e as
lavagens foram feitas em banho de gelo. Em seguida, os ghosts sdo lavados em TBS e
mantidos a 37°C, sob leve agitacdo, por cerca de 15 min, e subsequente adicdo de azida
sédica a 0,02%.

Eritrocitos humanos foram obtidos da coleta de sangue total, conservado em
solucio citrato/dextrose a 20% no volume final, seguido de imediata agitacdo. O sangue

foi centrifugado a 160 x g por 15 min., e em seguida ressuspenso em sclugdo citrato/



2%
dextrose a 20% no volume final. Foi adicionada azida sodica (0,02% concentracdo final)

para conservacac de amosfras por mais de 1 dia.
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Marcacdo de eritrécitos

A marcaggo de eritrdcilos para microscopia confocal foi feita incubando-se em
banrho a 37°C uma suspensdo de hematderito 10% com o marcador para que este tivesse
a concentracéo final de 2 mol% em relacdo 2 membrana, por pericdos de 30, 60 e 90 min,
sob agitagao branda. Cada aliquota foi entdo levada diretamente para ser observada ao
microscopio, em uma iamina com 5 yl. de amosira,

Os eritrocitos e ghosis usados em microscopia de fluorescéncia foram marcados
com lipidios fluorescentes por transferéncia monomérica de vesiculas doadoras
preparadas por injec@o etandlica: vesiculas unilamelares pequenas foram preparadas por
meio de injecdo etandlica. Os lipidios, em cloroférmio, foram primeiramente secos em um
tubo de vidro sob N, a 25°C, seguido de 1,5 horas em vécuo, para remover-se tragos do
soivente. Os lipidios foram suspendidos em cerca de 15 L de sianol, seguidos de injecéo
em 0,5-2,0 mL de TBS, sob agitacdo répida, com auxilio de uma pipeta Pasteur. A
conceniracdo final de lipidio foi de cerca de 1 mM. As vesicuias doadoras tinham uma
composicdo de lipidio:colesterol de 10:8, onde o lipidio marcado correspondia a uma
fraco de 20 a 35% do lipidio total, sendo a fraggo restante composta por DOPC.

Para eritrécitos intactos, as células foram lavadas com TBS por duas vezes e
suspendidas a um hematderito de 3%. Ghosts foram suspendidos em 10 vezes o volume
do respectivo precipitado em TBS. Adicionou-se 04 nM de lipidic por 100 ub de
suspensdo de eritréeito/ghost e a amostra foi protegida da luz e agitada por cerca de 20

min.. Apés esta elapa a amostra foi lavada trés vezes com TBS. Todas as lavagens
foram feitas em banho de gelo.



Microscopia de fluorescéncia e processamento de imagens

G microscopio usado foi um Leitz Orthoplan de flucrescéncia spiluminescents com
sistama Olico de quartzo. A fonte de luz era de xendnic & o detector era um CCD ITT-
Fairchild com resciugBo de 580 x 330 pixels. O sistema era acoplado a um
microcomputador Macintosh pertencents ac Lab. 312 RAL do Departamento de
Bioquimica da University de Hlinois em Urbana, IL, Estados Unidos®

A excitacdo foi feita entre 420 e 460 nm com um sistema de filtros Lsitz G, com um
filiro ‘cutoff 3-72 ou 3-73 Corning no caminho dptico de excitacdo.

A excitacdo dos NBD covalentemente ligados aos fosfolipidios fol feita enire 420 e
460 nm, com um sistemna de filtros Leitz G, com um filtro ‘cutoff 3-72 ou 3-73 {Corning) no
caminho dptico de excitacio.

A subtracae do sinal do fundo foi feita a partir de uma regido na lamina que nio
contivesse flucrescéncia visivel.

Através do Scion Image, diminuimos o ruido da imagem pelo uso de um filtro
(Median) que atribuia a um determinado pixe/ o valor da mediana dos seus nove pixeis
vizinhos. Em seguida, medimos a édrea e intensidade média de cada “célula” parz
normalizar a intensidade média para 100 + 4. Estabelecemos um limiar de 150 em diante
para definirmos regides de dominios lipidicos.

A Figura 7 mostra imagens de microscopia de fluorescéncia, processamentso 2 3
identificacao de dominios lipidicos.

? Pertencente a0 grupo do Dr. Michas! Glaser.
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Figura 7: Processamento de imagens de eritrécito marcado com NBD antes (A) e apss
tratamento com filtro Median (B). Em C, filtro selecionando pixels da imagem B de
intensidade acima de 150, & em D regido selecionada C correspondente a estes pixels
(em branco). As imagens E & F mostram os dominios identificados apds o processamento

em P&B e em pseudocoloragio, respectivaments.

Os parametros medidos e suas definicGes séo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2: Parémetros utilizados na andlise de imagens de ‘céiulas’ e de dominios

lipidicos obtidos microscopia de flucrescéncia.

Barémetro

Definicao

Nimero de dominios

Mumerc de dominios presentes em uma mesma celulg

Area da célula

Area de toda a ‘céluia’ em pixels

sb

Desvio padrio da intensidade dos pixels de toda a céluia

Enriguedimento

intensidade total em dominios/intensidade total da celula

Intensidade maxima

imtensidade m&dma de um pixef média dos dominios em
uma mesma céiula

Perimetro Perimetro medio dos dominios em uma mesma céiula
SDMedicDomCel Desvio padrio da intensidade médio dos dominios em uma
mesma ‘célula’
MediaMediaDomCel Media da intensidade média dos dominios em uma mesma
‘wélula’
MediahreaDomTel Area média dos dominios em uma mesma ‘célula’
MediafreaReiativa Média da érea relativa (drea em dominio/area da ‘célulz?)
média dos dominios em uma mesma ‘célula’
ArsaRelativaTotal Area total em dominios/Area tolal da célula

Para comparar conjuntos de dados de diferentes tratamentos, fizemos o teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, uma vez gue nenhum dos conjuntos obedecia uma
distribuicgo normal.

Preparo de laminas

As amostras para microscopia de flucrescéncia foram preparadas pipetando-se 5
HL da suspens&o de membranas sobre a lamina, seguindo-se a adicéo de 5 ul de solucdo
de agarose 0,25% e cobrindo-se rapidaments com a laminula. Scbre a laminuia colocou-
se uma gota de glicerol para observaczo em objetiva de 100 vezes,
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Medidas de espectrofotometria

As medidas de fotometria foram realizadas em um espscirofotdmetro Hitashi U-
2010, entre 280 e 360 nm ou DU-70, da Beckman. Foram utilizadas cubstas
convencionais, com 1 om de caminho Sptico.

Medidas de fluorescéncia

As leituras de fluorescéncia foram feitas em um espectrofluorimetro Hitashi F-4500.
As amostras foram excitadas a 324 nm, e a leitura de emisséo foi realizada de 360 a 600
nm, com abertura de fendas de excitacio e de emiss3o de 5 nm. Todos 0s espectros
foram automaticamente corrigidos pelo fluorimetro. A voliagem utilizada foi de 400V,
exceto quando indicado. Os intervalos de leitura foream de 0.2 nm e em geral com
velocidade de 1200 nm por minuto.

As cubetas eram lavadas em solugdo suifonitrica (HNQa: HoS04 1:1), e durante as
leituras, as cubetas eram lavadas exaustivamente com agua, etanol e cloroférmio do
solvente mais polar ao menos polar & voltando-se a agua.

Usamos cubetas convencionais de 1 cm de caminho dptico e também testamos
cubetas triangulares, com angulos de 45° para reduzir o efeito da dispersdo de luz sobre
a amostra. Estas Gitimas apresentaram problemas de interferéncia na leitura e de reducdo
significativa da intensidade de fluorescéncia. Todas as medidas de fiuorescéncia aqui
relatadas referem-se, portanio, a medidas feitas com as cubetas convencionais,
quadradas.

As adicbes de DBC para dada condicdo foram feitas em uma mesma cubeta.
Medidas em que as adigbes superaram em mais de 1,2% ao volume da solucao contida
na cubeta sofreram correcGes de diluicdo correspondentes as adicbes extras, em todos os
principais solutos.

As amostras de DBC incubadas com Nal em pH bésico para medidas de supresséo
por este agente foram lidas em cerca de 1, 3, 5 min. (até 10 min. em alguns casos) para
garantir-se a leifura em sifuacdo de equilibrio quimico.




Medidas fluorimétricas da DBC em diferentes constantes dielétricas

Medimos a fluorescéncia da DBC 20 yM em solucles de dioxano e tampdo
carbonato (0,02M, pH 10,5), nas concentraces de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 80, 70 e 80%
dioxano/tampao viv. A partir de uma tabela contendo concentracbes de dioxano em dgua
& respectivas densidades, converteu-se as concentragdes em viv para m/m, tomando-se a
densidade do tampo igual a da agua (d = 1g/mL).

Conhecendo-se a constante dielétrica da misturas de dioxano/agua m/m (Mamed &
Owen, 1958, Desai ef al., 1894), construiu-se uma curva-padrio relacionando-se Aen da
DBC com a constante dielétrica da respectiva solugdo de dioxano em que a DBC foi
colocada. A constante dieléfrica do ambients ocupado pela DBC na membrans foi obtida
conhecendo-se © & de maxima emisséo da DBC parlicionada na membrana. Obtém-se a
respectiva constante dielétrica a partir da curva-padréo construida como na Figura 28
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Medidas de RPE

O especirdmetro usado foi um Bruker ER-200D-8RC (Banda X), numa freqléncia
de incidéncia de 9,68 GHz, com o campo centrado em 3440 Gauss e varrendo-o de + 50
(3auss. As medidas foram feitas a 22°C, no laboratdrio da Prof® Shirley Schreier
{Departamento de Bioquimica, instituto de Quimica / USP, S&c Paulo},

A perturbacéo da membrana foi calculada a partir da seguinte farmula:

_ a+1/A0), e, — R RO

Efeito (2 + 1/ 10)

100% {6)

oontrole

onde hy & hp corespondem as diferencas de altura enitre o primeiro pico & o primeiro vale
& 0 segundo pico e o segundo vale, respectivamente, como mostrado na Figura 8.
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Figura 8 Espectro de RPE do marcador 5-MeSL em lipossomas compostos por
EPC:DOPA:5-MeSL na razdo molar de 75: 10: 15.



Processamenio dos espectros de fluorescéncia

Os espectros regisirados eram gravados em arquives no formato ASCH para serem
utitizados nos diferenies programas para tratamento dos dados.

O processamento destes espectros foi feito no programa Origin 6.0, 5.0 cu 4.1,
onde raalizou-se subtracBo de controles, redugdo de ruidos tirando-se a média de 30
vontos vizinhos, integracdo de picos e ajuste de equacghes aos dados oblidos.

Os espectros da DBC foram ajustados & uma curva log-normal (Ladokhin &
Holloway, 1995, Burstein & Emelyanenkn, 1996), gque permite afericdo acurada dos
parametros espectrais dada pela formula:

max €x0 {0 Z 110 (py 2 Iin (14 (& = Ama) (0% =MDV FY Q)

onde lmex € a2 intensidade no comprimento de onda de emissdo maxima (Amad, I € 2
fargura do espectro a meia altura de lmax, © p € 0 paramelro de assimetria do espectro.

Em alguns casos, fizemos a transformacéo da sscala de comprimento de onda ()
para a de numero de onda (¥), tomandao-se o reciproco de A na abeissa e multiplicandc-se
a intensidade 1(\) por A para calcular-se | (3 ) (Lakowicz, 1983).

Procuramos também minimizar interferéncias do espalhamento de luz através do

use de polarizador no anguio mégico ¢ emprego da funcao smpirica (Lakowicz, 1983) para

correcao (equaclo 7
loorr 2 lobs @Ntitog [A(ODegt Olsm)] (8),

onde ODex @ 0D 380 as densidades dpticas no A de excitagBo e no A de emisséo
respectivamente enquanto ler © lops cOrrespondem as intensidades de fluorescéncia
corrigida e cbservada, respectivaments.

Cutra forma de correcgfo testada € o método de diluicdes sucessivas (Eisinger &
Flores, 1985). Basicamente exige como pressupoesto que a frac@o de intensidade perdida

& proporcional a concentraclo de particulas espalhadoras efou absorvenies de luz € ac

caminho optico dz, como mostrado abaixe:
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difi = - (o + o) M dz )

integrando-se a Equacio 8, temos:
HZ) = lex ©xp [(0a - 0ts) h 2] (10}
No nosso caso, a diluigdo foi feita adicionando-se volumes de uma solugdo

concentrada de membrana a uma solucao inicial de fluorsforo. Apbs a corregdo da diluicdo
da amostra inicial sem considerar-se efeitos de turbidez, a expresséo final torna-se:

inl=inJ-ah {11

onde J € uma constante e o é um coeficiente de atenuacdo para perdas de absorcio e
espalhamento.
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Tratamento dos dados de fluorescéncia

As constantes de ligacao foram obtidas diretamente da Equacio 12:

| _Jy*+ LK, X[DOPC]
1+ K, x[DOPC] 42

onde /, Iy e /max cOrespondem a intensidade de fluorescéncia observada, da DBC sm
tampéao e da DBC totaimente particionada para a membrana, respectivamente, [DOPC] é a
concentrag&o de DOPC correspondente a / e K, & constante de ligacdo da DBC 3
membrana de DOPC, pelo ajuste por regressfo nfo-linear (méiode de Levenberg-
Marquadt) executada pelo programa Mathematica 3.0 O desenvolvimento algébrico de
varias equacdes também foi realizado neste software.

As propriedades do anestésico incorporado & membrana foram obtidas
extrapolando-se as fungbes de ajuste utilizadas para concentracbes tedricas de infinitos

molares de membrana {ambém no Mathemafica. Quiros parametros foram obtidos no
Origin 6.0, 5.0 ou 4.1,
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interconversao de valores de constante de ligag&o e de particio

Para comparar valores de Ky da DBC com outros valores de literatura, precisamos

converté-lo para o coeficiente de particBo P, que pode ser determinado pela seguinte

equacao:

_ m, 5V,
P= n_ /Y, (13)

onde s corresponde ao solute, 7 € o nimero de moles do soluto, V é o volume & os indices
m e w correspondem & fase membranar e aquosa, respectivamente.

K, (M é uma medida de igacBo onde & membrana é fratadz como uma
macromolécula contendo sitios onde o soluto ira ligar-se:

_ [sm]

T

(14)

onde m e sm comrespondem 2 membrana e ao solulo ligade a membransa,
respectivamente. A constante de ligagdo (Kp) e o coeficiente de particdo (P} sdo
reiacionados através do volume molar parcial |V (L/mol) da fase lipidica (Bianconi &

Schreier, 1991; de Paula & Schreier, 1596).

K5=P; vV (‘;5)



Tabela 3: Volume moiar parcial { ) dos principais lipidios usados neste trabalho.

Lipidio ¥ (Limol)
DOPC 0,786
DOPA 0,701
POPA 0,696
NBD-PC 0,856
5-MeSL 0,399

42
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Resuitados e Discussio

Espectrofotometria

A Figura $ mostra-nos o comportamento dptico da forma protonada da DBC. Nesta
série de espectros da DBC em pH 5,5, pode ser percebide um perfil de absorcdo bem
estruturado, mostrando que hé mais de uma transicdo no anel guinolinico. O comprimento
de onda para o qual a absorco de luz &€ maxima mantém-se constante em 325,6 nm com
© aumento da concentracio de DBC.

~— DBC 20 M
7 e DBC 10
b.18 - e TIEE B HM
0,15 //‘\\ e DBG 2 M
0,14 - ' \ e DBC 1 1M
I \ [ — DBC G’,g [}.M
0,12 - \
8,19 -: \

008 |
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oo |
8,04 B
sos i

=0.82 5

T ? T ¥ ¥
300 320 340 380
s (N

Figura 9. Espectros de absorcdo da DBC protonada (0,1 a 20 uM). Tampao acetato 20
mM, pH 5,5,

O grafico de absorvancia a 3258 nm versus a concentracdo de DBC, de onde
podemos obter o coeficiente de extingdo, é mostrade na Figura 10.
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Figura 10: Determinagéo do coeficiente de extinc@o molar da DBC protonada. Variacdo da
absorvancia a 325,6 nm, com diferentes concentragbes de DBC. Tampao acetato 20 mM,
pH 5,5.

A partir da Figura 10 encontramos um cosficiente de extingdo igual a 9470 M cm™
para a DBC+, proximo ao descrito por He & Nicholls (1993), i.e., 7800 M cm™ em 330
nm.

Experimentos semelhantes, conduzidos em tamp@c boratc 20 mM pH 10,2
revelaram um cosficiente de extingdo para a DBC neutra de (4,16 + 0,680) 10° M .cm™,

bastante comparével ao valor encontrado por Vanderkooi (1986), de 4400 M .cm™ em 326
nm.
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Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia visaram conduzir-nos & compreenséo mais clara da
ligacdo, conformacéo, posicho das formas de DBC e organizacfo de lipidios marcados
com grupamentos fluordforos em membranas. Tal caracterizecdo € fundamental para o
entendimento detalhade da ligacdo da DBC a membranas compostas por lipidios
zwitteribnicos e por misturas destes com lipidios aniénicos e, consequentemente, para
levar a compreenséo dos mecanismos de competicdo de DBC com o calcio e de acdo da
DBC sobre a microheterogeneidade de membranas artificiais e biologicas.

Fluorescéncia em tampio

iniciaimente caracterizamos a fluorescéncia da DRC em meio acido {pH 5,5}, basico
(pH 10,2} e fisiologico, onde temos, respectivamente grande prevaléncia da forma
protonada, grande prevaléncia da forma neutra, e a mistura de ambas as formas. A Figura
11 mostra-nos o especiro de emissdo de amostras de DBC 20 pM excitadas a 324 nm
nestes diferentes pH.
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Figura 11: Espectros de emisséo da DBC 20 uM em pH 5,5 (tampéo acetato 20 mM), 7.4
(tampéao Tris 20 mM) e 10,2 (tampé&o carbonato 20 mM). Excitagéo em 324 nm.
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Verificamos aqui a maior intensidade de emiss&o para a DBC na forma protonada,

em relagdo a DBC neutra, de acordo com observaces anteriores, relatadas na literaturs
(Louro, 1994a). Também o comprimento de onda de méxima emisséo da DBC varia com a
protonacéo, sendo maior para a forma profonada. A fluorescéncia da DBC apH 7,4 é
intermedidria, condizente com a coexisténcia das formas de protonacBo de DBC e
prevaléncia da forma protonada neste pH.

Medimos a seguir a intensidade molar da DBC nestes diferentes pH. A intensidade
moiar foi determinada em unidades arbitrérias, mas de forma consistente para todas as
observaches.

wl ~——DBC 1.10 M
\ —— DBC 1.10M

ol / \ ~—— DBC 2.10 M
/ \ ——— DBC 5.1 M

' j ——DBC 1.10 M
PAr / \ ——DBC 210 M

10

¥

300 350 400 450 500 550 800

Asre

Figura 12: Espectros de fluorescéncia de solugbes de DBC em concentracdes crescentes.
Tampéao Tris 20 mM 2 pH 7, 4. Excitagdo em 324 nm.

A Figura 12 mostra, como exempio, 0 espectro de fluorescéncia em pH 7.4 em
concentracdes crescentes de DBC. Nota-se gue o comprimentc de onda de méaxima

emissao (Amax) Manteve-se estavel com a concentracdo, sendo um indicio de que a DBC,
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se inicialmente apresenta-se como um mondmerc? em solucdo, permansce desta

mesma forma dentro de toda esta faixa de concentrac8o. Resullados semelhantes foram
cbtidcsempH 55e 102

Para obter com preciso parimetros como intensidade e Amsy, DrOCesSsSamos os
espectros a fim de limpar os ruidos, que atrapalhavam especialmente as medidas de A,
Jtilizamos 0 processo de smoothing de espectros, baseado na avaliaco de valores para
um determinado valor no eixo x (no caso, compriments de onda) levando-se em conta
uma vizinhanga de n pontos. A escolha de n é empirica.

A avaliag8o € feita de forma a eliminar-se 0 méximo de ruido do especiro sem
subtrair informac&o contida neste, i. &, o residuc deve ter 2 maior amplitude possivel sem
deixar de estar aleatoriamente distribuide em torno do valor zero. Percebemos esie
carater até velores de n = 30, onde a variagdo dos ponios é méxima dentro desta faixa. Ao
utilizarmos o valor de n = 50, aumentamos a faixa de variacdo, mas ja percebemos um
comportamento néo-aleatdrio subjacente ao ruido, o que significa perda de informactes
reais, ao usar-se este n. Adotamos desta forma o valor de n = 30 para o processamento
dos espectros obtidos.

Apds este processamento, obtivemos a2 intensidade méxima do pico, que
acompanha com grande proximidade a srea de integracéc do pico, quando multiplicado
por uma consiante de proporcionalidade (no aumento da concentracido de DBC em
tampdc PBS 5 mM, a pH 7.4, obtivemos valores de proporcionalidade de 87,06 + 0,04,
com R = 1, a partir da regresséo linear com o coeficiente linear igualade a zero, sem
corrigirmos o especiro). Utilizamos ao longo do trabalho valores de intensidade méxima,
ao invés da area de integracéo.

A seguir, medimos a intensidade molar relativa a partir da inclinagdo de regressic
linear feita em cada um dos trés pH.

* Essa cbservaciio refere-se 3 proposicio de Wakita ef al. (1992) de que a DBC formana dimeros em
solucac ou na interacdo com membranas de fosfatidiicolina de ovo. A DBC protonada forma micelas a parfir
de 10,7 mh (Malheiros ef al., 2000) i.e., nas concentrages aqui estudadas esperariamos mesmo encontrar
apenas mondmeros.
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Figura 13: Variaggo da intensidade de fluorescéncia com a concentracdc de DBC
variandc de 1 a 20 uM, em pH 5,5 (guadrado), 7,4 (circulo) e 10,2 (iridngulo). As linhas
s&o obtidas a partir da regresséo linear dos valores experimentais.

Os valores das inclinagbes para a DBC nos tampdes usados a pH 5,5, 7,4 e 10,2
correspondem a intensidade, em unidades arbitrarias, em 1 M de DBC nos respectivos pH,
& sao mostrados na Tabela 4. Note que a forma protonada de DBC tem intensidade molar
oito vezes maior que o da forma neutra, como também observado por Louro ef a/. (1994a).
De acordo com a Equagéo de Henderson-Hasselbach, as conceniracBes das formas
neutra e protonada s&o dadas por:

pH = pK, + log [DBC] [DBC"T" (16)

A intensidade molar da forma protonada é visivelmente maior (8x) que a DBC na
forma neutra, como também observado por oulros autores (Vanderkooi, 1984; Louro ef a/.,

1893). Entende-se gue a transferéncia de carga de um elétron naoe ligante do N da amina
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terciaria para ¢ anel quinolinico no estado excitado da DBC seja responsavel pelas

diferengas de emisséo da forma oroionada e neutra (Linefal, 1988).

Dentro de toda esta faixa de concentracdo, o comportamento da intensidade de
fluorescéncia da DBC é linear com o aumento de suz concentracdo, indicando também a
inexisténcia de formas exciméricas em solucdo, neste intervalo. O L.y para os pH 55 74

e 10,2 380 também mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas fluorimétricas de DRC 20 ul em diferentes tampdes.

Tampao intensidade molar (10° M) Rnax (NM) DBC™: DRCY
Acetato 20 mM, pH 5,5 2008 + 44 414 70+ 0,25 794 1
Tris 20 mM, pH 7.4 1907 +17 414,85 % 0,22 10: 1
Carbonatc 20 mM, pH 102 2513+23 407,19+ 069 1:63

A intensidade de cada espectro de DBC em pH 7,4, assim como nos demais pH, &
proporcional a respectiva concentragéo de DBC (Figura 13).

Em termos de absorgdo, isso significa que a Lei de Lamberi-Beer aplica-se nesta
faixa de concentragdo. Este comportamento também revela gque a soma das contribuicBes
das formas de DBC presentes em solugdo ao especiro de fluorescéncia & proporcional a
concentracao de DBC total em solucio.
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Determinacio do pK,
Usando as diferentes intensidades molares da fluorescéncia da DBC protonada e

neuira, determinamos o pKs da DBC pela variacdo da intensidade de fluorescéncia, com o

oH, conforme grafico abaixo:
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Figura 14; Curva de titulagdo de DBC, representada pela intensidade de fluorescéncia da
DBC em solucdes aquosas com difersnies pH, ajustados com HC! ou NaOH. Excitaggo a
324 nim.

O valor de pi, determinado para a DBC foi de 8,4 (Figura 14), indicando que em
adgua, a pH fisiclégico - 7,4 - prevalece 2 forma carregada do AL Na literatura
encontramos valores diferentes de pKa como: 8,3 {Agin of al., 1985), 8,8 (Eftink ef al,
1985 Van Osdol ef a/., 1992), 7,5 (Kuroda & Fujiwara, 1987) e 9,1 (Louro ef al, 1994a).
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Supressdo da fluorescéncia da Dibucaina

Para investigarmos a localizac8o ds DBC e seus possiveis sitios na membrana,
estudamos a supressfc da fluorescéncia da DBC em solugac por iodeto. A Figura 15
mostra os especiros de emissdo de fluorescéncia de DBC am concentraches crescentes
de NalapH 5,5.

: H B [ ¢ H N [} g i H *
300 350 400 450 500 550 600
Aem (NM)

Figura 15: Espectros de DBC protonada (20 uM) em concentragbes crescentes de Nal. Do
@spectro maior para o menor, as concentragbes de Nal usadas foram de 0, 2,5, 5, 10; 15
20; 30 e 40 mM. Tamp&o acetato 20 mM, pH 5,5.

O Amax na presenca de diversas concentracies de Nal & de 414,0 + 0,2 nm, gue é
bem proximo do Amsx da DBC no mesmo tampdo acetato 20 mM na auséncia de Nal. O
grafico da Figura 16 mostra o comportamenio das intensidades de fluorescéncia da DBC



52
em presenca de conceniracbes de Nal nos diferentes pH, ja se descontando as diluicdes

resultantes das adictes de Nal.

40
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Figura 16: Variac&o da Intensidade de fiuorescéncia da DBC {20 uM) na presenca de Nal.
Tampé&o acetate 20, mM pH 5,5 (quadrado), tamp&o Tris 20 mM pH 7,4 (trianguio) e
tampé&o carbonato 20 miM pH 10,2 (circulo).

Na Figura 18 é aparente uma maior eficiéncia de supressdio do iodeto sobre a
fluorescéncia da DBC nos tampdes acetato 20 mM pH 5,5 e Tris 20 mM pH 7,4, apesar
das diferengas de intensidade molar da DBC nos diferentes tampdes usados. Nos frés
casos consegue-se alcancar uma saturacdo em concenfragbes de iodeto menores que
100 mM. Para obter a constante de Stern-Vomer, K, que é a constante relativa a

supressao de fluorescéncia por determinado agente, fizemos um gréfico reciproco ao da
Figura 16, mostrado a seguir.
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Figura 17: Supresséc da fluorescéncia da DBC por Nai em pH 5,5 {guadrado), pH 7,4
(trigngulo) e pH 10,2 (circulo); Io (1) refere-se a emisséo de DBC em suséncia (presenca)
de iodeic.

Os vaiores de Ksy, obtidos da inclinagdo das retas, séo apresentados na Tabela §.

Tabela 5. Constantes de Stem-Volmer (K, para a a supressdo do NAI sobre a DBC em

diferentes pH.
Tampéo Kev (M)
Acetato 20 mM (pH 5,5) 6768+ 0,64
Tris 20 mM (pH 7,4) 60,37 + 0,17
Carbonato 20 mM (pH 10,2) 12,82 +0,35

Na Tabela 5 torna-se clara 2 maior eficiéncia de supressdo da fluorescéncia da
DBC por iodeto em pH 55 e 7.4 , chegando a ser aproximadamente cinco vezes mais
eficiente em pH 5,5 que em pH 10,2.
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O Ksv maior de supresséo de fluorescéncia da DBC” por iodeto deve refletir a

grande contribuigio de interagBes sletrostéticas no fendmeno. As colisdes entre estas
substéncias devem lornar-se mais frequentes, & com isso a perda de energia da DBC” no
estado excitadc com o chogue com fons | é maior. Vale observar que o grupamenio
ionizavel da DBC, a amina tercidria, localiza-se préxima ac anel quinclinico, que é o

responsavel pela fluorescéncia da DBC, e que portanto favorece o enconiro deste fon com
o proorio anel fluordforo.



Fluorescéncia em membranas

Analisamos a seguir a interacBo da DBC com membranas lipidicas compostas por
DOPC por fluorescéncia, e medimos a particéo da DBC a pH 8,5 e a pH 10,2, A Figura 18
mostra o comportamento da intensidade de flucrescénciz da DBC em concentracbes
crescentes de DOPC (vesiculas extrudadas), em tamp&o carbonato a pH 10,2,

1 Q”’ 06 4

4 i , , :
g 1 2 3 4
[DOPC] (mM)

Figura 18: Intensidade de emissac da DBC (20 uM) em fung@o da concentracdc de DOPC
em tampé&o carbonato 20 mM a pH 10,2. O grafico menor representa a disperséo de luz
(érea de integracéo especiral) dos controles com diferentes concentracdes de DOPC. Os
dados apresentados acumulam {rés experimentos.

A Figura 18 mostra-nos um comportamento inesperadc da intensidade da
fluorescéncia da DBC. A intensidade de emissac cresce com o aumento da concentracio
de DOPC até cerca de 0,2 mM, aonde inicia-se o decréscimo da emissas. O crescimento
da disperséo com ¢ aumento da concentragdo de DOPC {gréfico menor) deve afetar os
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espectros correspondenies a concentragbes maiores de DOPC, explicando o

decaimentc da flucrescéncia.

Tentamos utilizar cubetas triangularses, gue minimizam o efeito da disperséo de luz
sobre os especiros obtidos, mas tivemos sérios problemas como a reducdc aprecidvel da
intensidade de fluorescéncia e presenca de um possivel interferente que ndc ers
gliminado com solventies ou solucgo sulfonitrica.

Embora n&o tenha sido possivel descartar completamente o efeitc da disperséo de
luz, concentramo-nos na fase inicial do espectro, em que a intensidade de fluorescéncia
da DBC neutra aumenta a medida que a molécula transfere-se para 0 meio membranar,
até as conceniracBes de DOPC de cerca de 0,2 mM.

Esperariamos gue o espectro de emissdo da DBC, como o de outros fluordforos,
fosse sensivel 2 variacio da polaridade do meio mostrando uma maior intensidade molar
e desvio para o azul, ao trocar o meio aquose pela membrana (Lakowicz, 1983). Na
Figura 18 analisamos a variagio do Amsx da DBC com o aumento da concentragdo de
DOPC.
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Figura 19: Variacdo do Amsx de emissdo de fluorescéncia da DBC em concentracbes
crescentes de DOPC em tamp&o carbonato 20 mM a pH 10,2, Os dados apresentados
representam o conjunto de trés experimentos.

De fato a Figura 19 exibe um comportamenic mais tipico de ocorréncia de
mudanca de polaridade do microambiente onde situa-se o fluoréforo. A fluorescéncia da
DBC em concentracdes crescentes de DOPC, apresenta um desvic continuo do Amax para
comprimentos de onda menores e a dispersao de luz ndo parece afetar essas medidas.

Uma vez que a intensidade de fluorescéncia mostrou-se aparentemente bastante
afetada pela dispersfo de luz, determinamos a constante de ligacac da DBC em vesiculas
de DOPC a partir da variagdo de Amay,

Q caleulo da constante de ligagso foi feito por meio de regresséo ndo-linear sobre
0s dados experimentais, utilizando-se a formula indicada em Materiais e Métodos, secdo
Tratamento de dados de fluorescéncia (Equagdo 12). Esta formula assume basicamente
que a DBC em membrana situa-se em um mesmo sitio, ou pelo menos gue a média das
caracteristicas fluorimétricas da populacdo de DBC que ocupa a membrana permanece
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estavel com o aumento de DOPC, e que a particdo dé-se segundo uma constante de

equilibrio (Kp), de acorde com (Eftink ef al., 1985) -

_ {DBC e
*  [DBClagd DOPC]

(14)

onde [DOPC] coresponde & concentracdo tolal de DOPC, e [DBCle & [DBCligus
correspondem a8 concentracdo em relacdo ao volume total de solucdo de DBC em
membrana e em soiucdo, respectivamente.

Obteve-se como resultado K, de (1,5 + 1,0) 10° M para a ligacdo de DBC® nestas
vesiculas, e Amax de 3892,0 = 3,3 nm para a DBC tornando-se o limite da concentracdo de
DOPC tendendo ao infinito, Le., de incorporacéo total de DBC 4 membrana.

Em seguida, fizemos medidas andlogas de fluocrescénoia de DBC em oH 5.5, em
gue prevalece sua forma protonada.
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Figura 20: Intensidade de fluorescéncia da DBC em presenca de concentracbes
crescentes de DOPC e dispersa@o de luz (drea) dos controles (gréfico menor). A linha é um
ajuste do modelo de particdo adotado (Equagao 11) aos dados obtidos. Tampéao acetato
20 mM, pH 5,5.

Ao contrario do que acontece a pH 10,2, a intensidade de flucrescéncia da DBC
apresenta um decréscimo continuo com o aumento da concentracio de DOPC. Este
fendmeno n&c € comum entre fluorGforos que particionam em membranas {Lakowicz,
1983) e poderia estar sendo causado por: (1) um rendimento de fluorescéncia da DBC*
em membrana inferior ac da DBC” em agua ou (2) um deslocamento do equilibric de
ionizagdo, com boa parte da DBC® transformando-se em DBC® ns presenca de
membrana, considerando-se gue o rendimento desta Ultima & 8 vezes menor gue o da
DBC*, em agua ou membrana e, (3) um artefatc da dispei'sée de luz que encobriria as
variagbes da fluorescéncia da DBC™ em dgua e em membrana.

A hipotese 1 tem como suporte a observacdo de que a intensidade da DBC
(protonada e neutra) diminui na presenca de dioxano, que € um solvente apolar e que nao
apresenta turbidez. Adiante discutiremos se a reducso da intensidade da fluorescéncia da
DBC em presenca de dioxano é devida somente 2 reducso da polaridade da solugdo.
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A hipotese 2 considera que a alteragdo do pK, aparente da DBC na presenca de

membrana € grande o suficiente para que uma fracdo significativa da DBC® contribua para
a reducBo de fluorescéncia observada. Isto ocorre por uma sfinidade diferencial da
membrana com as formas neutra e protonada da DBC, que iré slterar a proporcdo dessas
formas na solugéo aguosa. Um esquema dos equilibrios das formas de DBC em presenca
de membrana & mostrada na Introdugdo secfo Dibucaina. VariacBes no pK aparente
{medido em agua, na presenca de membranas) de até -1,0 unidade foram descritas para
anestésicos locais como a tetracaina (Schreier ef af, 1984a). Eftink e colaboradores
(1985) relataram um deslocamento de -1,35 unidades de pH (pK = 7,45) para 2 DBC, na
particao entre DMPC e 4gua. No entanto, resultados recentes de nosso laboratorio
(Malheiros et a/,, 2000) ndo demonstraram variac8o sigrificativa no pK, da DBC, guando
particionada em membranas de fosfatidilcolina.

O efeilc da turbidez (terceira hipdtese) proposic como explicacdo para este
fendmenc € razoavel, como veremos adiante, mas ndo é suficiente para explicar
satisfatoriamente o decréscimo de fluorescéncia observado (ver Figura 33).

Note-se no grafico menor da Figura 20 que a dispersdo de luz aumenta bastante
com a concentrac@o de DOPC e € maior que a observada em pH 10,2 (grafico menor da
Figura 18). Ainda assim, tentamos exirair a constante de ligacio da DBC a membranas de
DOPC a pH 5,5 por meio de regress&o n&o-linear da Equacéo 7, aos dados de intensidade
de fluorescéncia da DBC nestas condiges, chegando a um K, de 930 + 370 M, e uma
intensidade relativa a toda DBC na membrana de 11,4 + 3,6. Esta Gltima informacéo é
obtida extrapolando-se a Equac@o 7, obtida com o ajuste para uma concentracdo de
DOPC tendendo =0 infinito.

As regressles lineares utilizadas sobre os dados possuem um ajuste muito bom,
indicando-nos que podemos descartar efeitos de potenciais de membrana como fatores
que influenciariam a particho de DBC protonada nas concentragbes de DBC e DOPC
utilizadas.

A Figura 21 mostra a variacBo do Ams da fluorescéneia da DBC em diferentes

concentragbes de DOPC, que pode também fornecer informacbes a respeito da constante
de ligacdo da DBC a estas membranas, em pH acido.
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Figura 21 VariagBo do Amsx de emiss@o de fluorescéncia da DBC 20 pM em
concentragdes crescentes de DOPC em tampéo acetato 20 mM a pH 5,5.

A Figura 21 revela uma variagdo do Amsx da emissdo da DBC para comprimentos

de onda menores quandc em presenca de concentraches crescentes de DOPC. Tal
fendmeno ja havia sido observado para a forma neutra da DBC (Figura19).

Como os intervalos de confianca sBc muito grandes tanto para o K, obtidc de
intensidade como de Ams, consideramos o valor de K, obtide pela intensidade de
fluorescéncia (Figura 20) como a constante de ligacgo da DBC em membranas de DOPC,
neste pH. A pouca precisgo dos dados conseguidos a partir da variacgo de Amsx dificuliou
a determinacdo do Amax da DBCY em membrana.

Percebemos claramente que © Amyx decresce monotonicamente com a
concentrac@o de DOPC, o que nos indica que a DBC” esta ocupando um ambiente cada
vez mais hidrofdbico com o aumento da concentragdo de membrana. O decréscimo mas
lento do Amax cOM © aumento progressivo de membrana pode ser reflexo de uma menor
particdo da DBC” em relagdo a DBC®. Através de um ajuste da Equacao 7 ao graéfico da
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Figura 21, obtivemos um valor de 384 + 10 nm para uma concentracdo infinita de

DOPC, que deve corresponder 20 seu Amsy quando incluida na membrana.

investigamos também a particBo da DBC em pH 7,4, com os dados de intensidade
& 0s especiros de DBC em presenca de concentracSes crescentes de DOPC.
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Figura 22! Intensidade de emissdo de DBC 20 M em presenca de concentracdes
crescentes de DOPC  (acima) e espectros de emiss@o de DBC 20 uM nas respectivas
concentracbes de DOPC. Tampdo Tris 20 mM, pH 7 4.
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Como é mostrado na Figura 22, a intensidade da DBC diminui com o aumentc de

DOPC, como 4 visto para os outros pH. A flucrescéncia na concentracdo de DOPC de 3,5
mM parece aumentar, que pode ser resultado de um aumento exprassivo da dispersdo de
uz. O Amax No entanto sempre decresce com ¢ aumento da concentracdo de DOPC.

O Amax de flugrescencia de DBC versus concentracdo de DOPC é mostrado na

Figura 23
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Figura 23: Variacdo do Amsx de DBC 20 uM em presenca de concentracfes crescentes de
DOPC. Tampéo Tris 20mM, pH 7.4,

0O hmax da DBC na membrana n&o pode ser medido com uma boa precisdo, mas
podemos determina-lo por exirapolagdo de membrana a concentragbes infinitas como
sendo de 362 + 38 nm. A Tabela 8 resume os par@metros de fluorescéncia e interagdo da

DBC com membranas de DOPC em diferentes pH.
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Tabela 6 Constantes de ligacao (K,), intensidade de fluorescéncia de DBC incorporada

a membrana composta por DOPC (I}, Amax de fluorescéneia de DBC incorporada 2
membrana (Amax mp) 8 cOnstants dislétrica do microambiente da DBRC na membrana (g}, em

diferentes tampdes.

Tampéo Ko (M7} o Fomax mp (THTY)
Acstato, pH 8,5 (0,83 2037107 14+38 384 10
Tris, pi 7.4 n.a. 19,7+2.8 362 £ 38
Carbonais, pH 10,2 1,5 +1.00 10 n.a. 382+ 3

Estes valores da constante de ligacdo sdc compativeis com os descritos na
literatura. Em membranas de DMPC, Eftink sf a/ (1985) encontraram valores iguais a 932
e 1902 M respectivamente para as formas protonada e neutra da DBC. Malheiros of af
(2000) encontraram valores de K; iguais a 1178 M para DBC* & de 1720 M para DBC°
em membranas de PC de ovo.

Tendo em maocs 0s valores de K, para a DBC, fizemos vérias simulagfes de
espectros de fluorescéncia de DBC, como descritc em Materiais e Métodos, para
entendermos 0 seu comportamento em membrana. Simulamos espectros de DBC em
sclucdo, obtendo a intensidade molar para cada Aen & entdo subtraimos o espechro
simulado da DBC caiculada em solugdo, pela equagéo 6, do espectro obtido em presenca
de membrana. A Figura 24 mostra a variac8o do espectro de DBC em membrana, a partir

de espectros em presenca de membrana e sspectros simulados, em pH 5,5,
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Figura 24 Espectros de smiss8o de DBCY (20 uM) em presenca de concentracdes
crescenies de DOPC (A), simulados de DBC4u= para as mesmas conceniragbes de
DOPC (B) e obtidos por subtracdo entre o primeiro e o segundo {C). A escala do ditimo
grafico foi expandida para ressaltar o resultado das subtracdes. Tampéo acetato, 20 mM,
pH 5,5
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Os espectros obtidos revelam um pequenc aumento na intensidade detectada,

que corresponde ao aumento da concentracdo de DBC® em membrana (Figura 24C).
Neste grafico podemos observar a incorporacdo da DBC & membrana de forma
destacada, sem a contribuico da fluorescéncia da DBC aquosa. No entanto, levando-se
em conia as escalas dos gréficos da Figura 24, vemos que essa maior intensidade molar
da DBC protonada dentro de membranas de DOPC é pequena, em relacdo a DBC™ em
solucdo aquosa e, possivelmente, seja encoberic pele dispersdo de luz, com o aumento
da conceniracdo de membrana.

N&o € possivel asseverar nada a respeito da variagio do Amex porque este ndo
varia com o aumento da concentracio de membrana da mesma forma gue g intensidade.
Dessa forma, um parametro pode continuar a mudar significativamente enquanto o outro
i@ estabilizou para uma determinada concentracso de membrana,

A Figura 25 mostra os resuitados da simulaggo de variacdo da intensidade de
fluorescéncia @ Amgx da DBC” na presenca de concentracdes crescentes de DOPC.
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Figura 25: Variaclo simulada do Ams (esquerda) e da intensidade de fluorescéncia

(direita) da DBC incorporada & membrana. Tampao acetato 20 mM, pH 5,5.

E importante notar que ¢ aumento de intensidade observado na Figura 25 equivale
somenie ao aumento da DBC ligada & membrana, e desconsidera a intensidade da DBC
em solucdo. O aumento de |, portanto, & somente um indicador de gue a DBC esta
progressivamenie incorporando-se 2 membrana.

Os valores de | & de lmsx devem ser correspondentes aos valores da DBC
particionada. No caso da DBC incorporada a membranas de DOPC a pH 5,5, os valores
de | @ de Amax calculados da simulacéo foram de 11 e 385 nm, respectivamente.

A intensidade condiz bem com os vaiores apresentados na Tabela 6. No entanto, o
valor de imax calculado na membrana difere em mais de 10 nm. O Ama também
apreseniou variagdc cosrente com o modelo de ligagdo usado para a intensidade, mas o
Ky determinado a partir de Amax foi bem menor que o valor descrito na Tabela 6.
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N&o pudemos conduzir o mesmo tipo de andlise para 2 forma neutra da DBC,

uma vez que a intensidade varia de forma inexpiicada pelo modelo de ligagdo que foi
usado agora para a forma protonada.
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Ajustes de log-normal a espectros

O sjuste de espectros de fluorescéncia por uma funcdo log-normal de guatro
parametros descreve muitc bem a forma de diversos compostos em diferentes solucdes
(Burstein & Emelyanenko, 1998). Os parametros obtidos imediatamente ao ajuste sdo o
comprimento de onda de emiss@o méxima (hns), intensidade maxima (lna), largura a
mela altura de lnax (1) © assimetria do espectro {p) e a fungio é mostrada na Equacao 7.

A Figura 26 ilusfra ¢ ajuste desta funcdo a um especiro de fluorescéncia da DBC
protonada.

350 400 450 500 550 600 850
A, (N

Figura 26: Ajuste de funcio log-normal (fracejado, em preto) ao espectro de DBC 20 uM
(linha continua, em cinza) em tampao acetato 20 mM, pH 5,5. O A foi de 324 nm, em

presenca de filtro de polarizacdo em angulo magico.

Este ajuste evidencia-se como uma otima ferramenta para a obtencdo de
parametlros da forma dos espectros de flucrescéncia. Apesar de ser um método de cardter

empirico, apresenta-se aplicdvel para uma série de compostos organicos, podendo ser
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utilizado para simuiaco de espectros. Para a fluorescéncia do triptofano {(Trp) ndo &

sequer necessaria a obtencdo de todos os parametros para recuperar-se um espectro, o
que nos anima ainda mais na aplicacio deste método (Burstein & Emelyanenko, 1998).

Passamos a usar também filtros de polarizacdo em anguio magico {filiro para
excitagdo em 90° e de emiss@c a 54° em relacdo ao ds excitacéo), av invés da disposigdo
anterior (filro para excitag@o em 90° e de emisso a 54°). A disposicdo utilizada
anteriormente de falo atenuava efeitos de espaihamento de luz, mas tinha contra si a ndo
proporcionalidade entre seu espectro e o especiro sem polarizacgo, além de o espectro
obtido estar sujeito a mudanca de anisotropia do fluoréfore. As medidas de particéo feitas
até entdo permanecem validas excelc pela caracterizacio fluorimétrica da DBC em
membrana, porque ¢ modelo de particdo usado assumia uma Unica forma de DBC em
membrana, de forma gue a anisotropia associada ao espectro era consistenie com =
particgdo. No entanto n&o poderiamos saber o perfil espectral e anisciropia da DBC em
membrana. A turbidez de amostras de membranas para algumas conceniragSes mais
altas pode ter afetado os resultados.
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Fluorescéncia da DBC em dioxano

Caracterizamos a fluorescéncia da DBC em meios de diferentes polaridades, a
saber, solugdes de dioxano a diferentes concentragfes, como descrito por Desal e
colaboradores (1994), para 2 fluorescéncia da tefracaina e outros anestésicos. A Figura
27 mosira espectros de DBC em meios de diferentes constantes dielétricas (Tabela 8),
obtidas com solugbes de dioxano/agua, empH 5.5 e 10,2,

Os espectros referenies 3s formas protonada e neutra da DBC, sugerem a
ocorréncia de uma redugo de intensidade de fluorescéncia concomitante a redugdo da
polaridade do meic e diminuicio do Amax em meios de concentracdo mais alia de dioxano.

A variac80 do hmax COm a polaridade da soiucio (Tabela 8) pode ser vista na
Figura 28 para as formas protonada e neutra da DBC. Os valores de polaridade foram
obtidos a partir de curvas-padréo de dioxano:dgua (Harmed & Owen, 1958).
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Figura 28: Variacdo do Ama da DBC com g variagdo da constante dielétrica do meio.

As solucbes usadas foram de diocxano em agua destilada pH <8 (gquadrado) ocu em
tampé&o porato 20 mM pH 10,5 (circulo). de de 324 nm.

Como podemos observar, © hmax da fluoresceéncia da DBC varia linearmente com

a constante dieléirica, conforme observado por Desai et a/. (1894) para a tetracaina. A
Tabela 7 resume as informacBes da Figura 28,

Tabela 7: Parémetros da regressgo linear (hnax = A+ B £ ) entre hmax da DBC 2 a

constants dielétrica do meio, obiidos de dados da Figura 28,

oH Parameiro Valor

<8,0 A 400,78 £ 0,23
<80 8 0,1783 £ 0,0043
10,5 A 383,50+0,43
10,5 B 0,2939 + 0,0084
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A partir dessa curva-padrac da fluorescéncia da DBC em dioxano, procuramos

determinar os valores das constantes diglétricas correspondentes a fluorescéncia da
DBC em membrana, como descrito por Desai ef &/ (1994). Flewelling & Hubbell (19863a)
mosiraram que a constante dielétrica de bicamadas lipidicas varia de 78 (na interface
com a agua) a 32 {na regido da carbonila) & 2 (no “interior” lipidico). Para a DBC
neutra, imsx de 392 nm em membrana indice um microambiente de polaridade
intermediaria entre a da agua e do interior hidrofébico = 38, isto &, a regido de interface
cabeca-polar/cauda hidrofobica. Ja para a DBC protonada o Ama de 384 nm esia fora
da curva, indicande haver interacdo especifica da forma protonada da DBC com a
membrana fosfolipidica.

Em seguida averiguamos se os efeitos observados eram devidos 3 alguma
interac&o especifica com o solvente, utilizando a equacio de Lippert:

va- v = [2h )} {[{e - 1)/ (2e +1)] = [(n® — 1)/ (2% + )J{u"- uya®} + constante  (18)

onde v, e vr S80 Nos numeros de onda de absorcdo e emisséo, respectivamente, h é a
censtante de Plank, ¢ é a velocidade da luz no vacuo, ¢ é a constante dielétrica da
solugdo, iy € ¢ indice de refragéo do meio, . - u & a diferenca do momento dipolo do
fluordforo no estado excitado e fundamental, respectivamente e a é ¢ raio da cavidade

onde situa-se o fluordforo. O termo entre chaves na Equacao 18 é designado como Af.

Para isso, medimos ¢ indice de refrac@o das diferentes solucbes de dioxano. A
Tabela 8 mostra estes valores.
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Tabela 8: Valores de constante dielétrica () de solucdes de dioxano (segundo Hamed
& Owen, 1958) e valores experimentais do indice de refragso das solugdes de dioxano
em agua destilada, pH<6 (1) & em tampéo borato 20 mM pH 10,5 (1),

[Dioxans] viv (%) £

Tla Mo

t 78 1,333 1,3331
10 89,69 1,342%9 1,3433
20 80,79 1,3524 1.3534
30 51,9 1.3622 1,3632
40 42,58 1,3714 1,8729
50 34.28 1,3814 1,3821
50 25,88 1,3897 1,3803
70 17,89 1,387%9 41,3883
a0 10,71 1.4050 1,40860

A fim de verificar se o efeito observado deve-se somente a interagBes ndo-

especificas com o solvente, fizemos o gréfico de Lippert, conforme mostrado na Figura
29.
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Figura 29 Grafico de Lippert para DBC em solugbes de dioxano com diferentes

polarizabilidades (Af), em agua destilada pH <6 (quadrado} e em tampo borato 20 mM
pH 10,5 {circulo).
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A ausencia de linearidade na Figura 29 indica-nos a existéncia de interacéo

especifica entre a DBC e o solvente usado. Porém, para concentracbes de dioxano até
50% (Af maior que 0,28), o gréfico de Lippert & aproximadamente linear, permitinde 2
estimativa da polaridade do micro-ambiente de insercdo preferencial da DBC na
membrang, pela variacdo de seu Ams .

Isto pode significar gue & desprotonacdo da DBC fadilite a interacdo especifica
com o solvente, e que g DBC” ndo apresente inferacBes especificas com o solvente
para concentragBes de dioxano até 50%. A afribuicdo de polaridade ac microambiente
em que a DBC” se insira a partir do Amsx € portanto vélida.

Vemos também que a presenca de inferacdo especifica entre a DBC & seu
microambiente pode provocar redugdo da intensidade de fiuorescéncia. No ozso
descritc no paragrafo anterior, a reducdo de intensidade ndo & causada por guaiquer
interac&o especifica. A redugo tambérm presente com o aumento de membrana pode
assim ser facilmente justificada pela ocorréncia de interacées especificas entre & DBC
e a membrana.

A avaliagdo precisa da polaridade do microambiente em que a DBC esta inserida
torna-se menos facil de executar-se, tanto por problemas de interacdo especifica entre
a DBC e o dioxano para a construcdo de uma curva-padréo como pela forte
possibilidade de interacbes especificas decorrentes da interacéo DBC e membrana.

Desai ef al. (1994) usaram solventes organicos para conferir a inexisténcia de
efeitos especificos do solvente. Como vimos, a construgio de uma curva de Lippert
pode ser uma forma muito sensivel para detecgdo de interagdes especificas e pode ser
necessaria para garantir-se a isencéo de outros efeitos gue ndo sdo facilmente vistos
COIM Uma curva padrao imax X € ou testando-se outros solvenies.

Procuramos entéo observar se havia alguma correlagio entre os parametros da
fun¢io usada no ajuste espectral. A Tabela 9 mostra os valores destas correlagBes.



78
Tabela 9. Correlagdo entre parametros de fluorescéncia da DBC em meios de

diferentes constantes disiétricas. Parémetros obtidos a partir de ajuste especiral a
curva log-normal (Burstein & Emelyanenko, 1996). Espectros correspondentes a DBC

em solugbes de dioxanoc em agus destilada, mantidas a pH menor que 60 e em
tampéo borato 20 mM pH 10,5,

phi intensidade Rho Lambda Largura
<6 Intensidade 1
Rho 0,082298377 1
Lambda 0,736833154 -0,22408 1
Largura 0,428563906 -0,51732 0.903207 1
10,8 Intensidade 1
Rho -0,13775 i
Lambda -0,147 0,549336 1
Largura -0,07656 0,227933 0,188777 1

A tabela acima mostra que & correlagdo entre os parametros espectrais de
emisséo da DBC em meios de diferentes constantes dielélricas & muito baixa, em
confraste com o observado para g fluorescéncia do Trp (Burstein & Emelyanenko,
1996). Com isso, ndo poderemos reduzir o nimero de parameiros para andlise de
particdo e flucrescéncia da DBC em sistemas de membranas.

Corregdo de turbidez de suspensodes de membranas

Quando estudamos a fluorescéncia da DBC na presenca de membranas
lipidicas, encontramos interferéncias indesejaveis de turbidez das amostras, a ponto de
comprometer os resultadcs. Buscamos formas de contomar estes problemas usando
agjustes de espectros, filiros de polarizagdo em angulo magico (cerca de 54,7°), funcdes
que envolviam medidas de densidade Optica das amostras e o método de diluiches
sucessivas (Eisinger & Flores, 1985), como apresentado na secdo Tratamento de
especiros.

Passamos a utilizar sistematicamente filiros de polarizacdo para evitar a
interferéncia da luz espalhada, usando um filtro de polarizacic da forma descrita
anteriormente. Cabe registrar que este recurso reduz drasticamente a intensidade de
emissdo detectada.

Fara efetuar uma correcéo adequada, deveriamos encontrar uma molécula que

absorvesse No mesmo A« da DBC e que emitisse na mesma faixa de emissdo da DRC



79
com um sinal significativo. Testamos trés compostos: o triptofanc {Trp), Hoescht

33342 e o pireno (PyPC).
Testamos a estabilidade do Trp, ac saber que poderia se degradado em meio
alcalino. A Figura 30 mostra a variacio da fluorescéncia do TrpempH55e 10,5
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Figura 30: Variagio da intensidade normalizada de emissdo do Trp 17,92 uM em
tampé&o acetato 20 mM pH 5,50 (preto) e em tampé&o borato 20 mM pH 10,5 (cinza). O
Aex Toi de 280 nm e Aem de 350 nm.

A degradagio observada em pH alcalino levou-nos a buscar outro fiuoréforo
resistente aos pH usados. Testamos, apbs consulta técnica a empresa Molecular
Probes, o composto Hoescht 33342 (Figura 7). Seu espectro é mostrado na Figura 31.
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Figura 31. Espectros do composto Hoescht 33324 em tampéc acetato 20 mM pH 5,5
(linha continua) e em tampdc HEPES 20 mM pH 7.4 (linha pontilhada). No grafico
menor, o especiro em tamp&o HEPES ampliado. ).« foi de 324 nm nos dois pH.

O especiro do Hoescht 33342 tem um espectro de emissdo de 420 a 600nm, o
que significa razoavel sobreposicdo com a fluorescéncia da DBC. No entanto, notamos
em pH 7,4 que a intensidade € infima, com grande ruido de fundo. Isso desestimula-
nos a utilizarmos este fluordforo como padrao de correcdo de turbidez a pH ndo-dcidos.

O PyPC, ac conirdrio do Trp e do Hoescht 33342, permanece ligade a
membrana. A Figura 32 mostra uma sobreposicdo entre os espectros de DBC e PyPC
em mesmas condicbes instrumentais.
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Figura 32. Espectros de DBC 20 uM (linha continua) e de PyPC: DOPC 3.97 em
concentrac@o final de 36 uM (linha pontilhada) em tamp&o acetato 20 mM pH 5,50. As

concentracdes representam condigdes originais antes de medidas de particdo (DBC) e
de diluicbes sucessivas (PyPC).

Vimos que o PyPC possui uma intensidade razodvel de fluorescéncia na faixa da
DBC, além de n8o sofrer degradacles nos pH utilizados. Realizamos inicialmente
testes de correg8c compensando-se a atenuacdo da fluorescéncia da DBC pela
fluorescéncia do pireno. A Figura 33 mostra a atenuagdo da fluorescéncia detectada
devido a presenca de DOPC.
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Figura 33: Atenuacéo da fluorescéncia de PyPC a 412 nm pela presenca de SUV de
0,1 uM compostas por DOPC. A atenuaco é calculada em relac@o a fluorescéncia do
PyPC em tamp&o. Excitacio a 324 nm. Tampéo acetato 20 mM pH 5,5.

Como podemos notar, a atenuacdo cresce rapidamente entre 0 e 1 mM de SUV
compostas de DOPC, aparentemente chegando a 17% da fiurescéncia que chega ao
detector. Nesta Figura torna-se claroc quéo relevante é o efeito da turbidez sobre as
medidas realizadas.

A fim de testar a utilidade da correcdo pela medigdo de densidade optica das
amostras, envoivendo a Equacg&@o 8, preparamos vérias solucbes com diferentes

concentracdes de silica, que espalha eficientemente a luz. A Figura 34 compara 0%
dados originais € a corregdo apresentada.
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Figura 34. Comparag&o entre intensidade experimentai {quadrado) e corrigida (circulo)
a diferentes ODen. As intensidades sdo medidas no A de 406 nm. DBC 20 UM em
tampao carbonato 20 mM. Compare a intensidade para ODen nula {auséncia de
espalhamento) com as demais intensidades.

Peia Figura 34 vemos que o ajusie pela Equacdo 8 tem utilidade restrita a
valores de OD.m muito pequenos, que ndc comespondem a turbidez de nossas
amostras. Dessa forma, n&o iremos aplicar este método para corrigir a turbidez
provocada por membranas.

Primeiramente mostramos o grafico do logaritmo natural da intensidade de
fluorescéncia do PyPC versus a concentragdo de particulas espalhadoras (4}, que no
caso corresponde a conceniracdo de membrana a fim de verificarmos a aplicabilidade
da Equacédo 11.
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Figura 35: Grafico de logaritmo natural da intensidade de fluorescéncia do PyPC
versus concentragao de vesiculas de DOPC. Tampéo acetato 20 mM pH 5,50. Para
maiores detalhes, ver texto.

NZo notamos na Figura 35 qualquer indicio de que o logaritmo natural da
intensidade seja linear com a concentragéo de DOPC. Desta maneira, a corregdo da
turbidez da amostra n&o € bem suscetivel ao mélodo das diluices sucessivas (ver
Materiais & Metodos). O método também parece ser apiicavel até 2 mM, enquanto
valores proximos a 4 mM apresentam uma reducéo de fluorescéncia ndo prevista.

Basicamente calculou-se a razéo intensidade em tampéao/intensidade da medida
do PyPC para cada Aem © multiplicou-se este fator pela intensidade da DBC para o
mesmo Aem N@ mesma condicdo experimental. A particdoc da DBC, sem e com esta
correcéo, & mostrada na Figura 36.
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ao PyPC (direita) em pH 5,5. Os parametros do ajuste da Equagao 12 aos respectivos graficos séo a intensidade em

auséncia lo, a intensidade para concentragéio de membrana extrapolada ao infinito Ims, @ constante de ligagéo K, e 0 y° do

ajuste,




Vemos que © ajuste dos dados ao modelo de ligacdo & muito melhor se
realizarmos esta correc8o, o que pode ser verificado pela distribuico dos pontos em
relagdo ao ajuste e também pelo valor do y°. Faz-se necessario agora aplicar este
método para os experimentos com membranas nos demais pH.

Assim, chegamos a um mélodo eficaz para eliminacdo de efeitos de
espalhamento de luz por amostras turvas, como € o caso especial de suspensdes de
membranas. Como observado em outros frabathos (Leniz ef al, 1879; Eisinger &
Flores, 1985), os fatores de correcdio s&o particulares para a amostra, 0 que exige a

aplicagéo deste método sempre que for realizada medida fluoriméflrica com amostras
turvas.

Dominios lipidicos observados por fluorescéncia

O estudo da interacdo da DBC com membranas artificiais também pode nos
prover o entendimento de efeitos mais globais deste AL, sobre membranas artificiais e
bioldgicas.

Anestésicos locais s&o moléculas anfifilicas, que interagerm com bicamadas (de
Paula & Schreier, 1996). Em pH fisiologico, anestésicos como a DBC apresentam
carga positiva, enquanto entre os fosfolipidios encontrados em membranas biolégicas
encontramos alguns como a fosfatidilserina, fosfatidilinositol e acido fosfatidico, com
carga negativa. Medidas anteriores de nosso laboratério usando RPE (de Paula &
Schreier, 1985) e os experimentos de RMN de prétons conduzidos por Wakita ef al.
(1992) aléem dos resultados de fluorescéncia aqui relatados sugerem que a DBC
encontra-se preferencialmente localizada na superficie dos lipossomos de PC. Ha
também relatos na literatura sobre a interagdo eletrostatica entre a DBC e lipidios
anidnicos de membranas (Westman ef a/,, 1982; Cullis & Verkleij, 1979; Barghouthi ef
al., 1993).

Esses achados suportam a proposicdo de que haja competicéo entre a DBC e
os ions céicio, 0s quais s&0 capazes de interagir com grupamenios fosfato e cabecas
polares de lipidios negativamente carregados. A nossa motivacdo para realizar
experimentos de efeito da DBC sobre dominios lipidicos induzidos por célcio baseia-se
na capacidade ja descrita de competiciio entre estes agentes (Lewartowski ef al., 1998)
e pela observacio de que a DBC pode reverter efeitos em membranas provocados

pelo cdicio, como induggo de fass hexagonal em membranas de PS (Cullis & Verklsij,
1979).
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Passamos assim a estudar o efeito da DBC e do caicio sobre a organizacac

lipidica em bicamadas. Através de flucrescéncia, buscamos estudar este aspecto
usando sondas membranares como lipidios marcados com pireno {gue quando em alts
concentracio, formam excimeros).

Inicialmente, em membranas de DOPC: POPA: PyPC 87: 10: 3, verificamos um
aumento da forma excimérica do PyPC com o aumento da concentracdo de caicio,
como mostrado na Figura 37
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Figura 37: Variac8o da razdc entre intensidade de fluorescéncia de excimeros {le) e
monémeros (Im) de PyPC incorporado em membranas de PyPC: POPA: DOPC 3: 10
87 com a concentracéo de calcio. Tampéo acetate 20 mM, pH 5 5.

Este aumento de formacdo de excimero indica uma maior proximidade entre os
PyPC, i.e., uma organizagdo em dominios, destes lipidios. Nao pudemos verificar essa
distribuic@o dos lipidios em presenca da DBC devido a sobreposicio de fluorescéncia
desta com a do lipidio marcado. Tentamos realizar subitracbes especirais e
reconstrucdo espectral da DBC a partir de )en, em gue a PyPC nao emitia, sem
sucesso. A dificuldade para essas operacfes reside também no fato de gue possiveis
alteracbes na proporcdo lJin com a adicdo da DBRC impossibilitariam  este
procedimento.
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Ressonancia Paramagnética Eletrénica

A técnica de RPE permite-nos observar a dindmica de formagdo de dominios
lipidicos através do acompanhamento de parmetros especirais, como descrilc na
introduc@o, secfio Monitoramento de dominios lipidicos por RPE. As diferencas
especirais do marcador em meio isotrdpico & em membranas podem ser facilmente
notadas enire os espectros mostrados na Figura 38 Na Figura 38 C vemos a
distorg@o do espectro em membrana — com perda da linha de base espectral - causado

peia interacio spin-spin, em condigdes de alla concentraglo do marcador 5-MeSL
(espectro de troca).
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Figura 38 Especiro de RPE do marcador 5-MeSL em meio aguose (A), incorporadc a

membranas de fosfatidilcolina de ovo, nas proporces de 1% (B) e 158 mol% (C).



90
Procuramos observar que tipo de mudancas o célcio, 2 DBC e a adigao

concomitante de ambos causaria na membrana, observada por RPE. A Figura 39

aponta alguma das mudancas especirais observadas em membranas contendo 10%
FOPA na presenca desssas adifives.

comtrole
i e ctcio 0,2 mM
------ — galgie 1 mM

s —— conircie

1 } — DBC 4 uM
A U e DBC 8 M
£ v i& — DBC 20 uM
I

e GONTOIR
e DBC 4 M + caldo 1 mM
Is woe DBC 8 uM - céldo 1 mM
!;' i ~—— DBC 20 uM + célcio 1 mM

,
I

Figura 3% Espectro de RPE de membranas compostas por DOPC:POPAS-MeSL nas
oroporgies molares de 75:10:15 na presenca de concentragfes crescentes de calcio
(A}, DBC (B) e de DBC em pressnca ds calcio 1 mM pré-incubado por pelo menos 1 h

(C). As setas indicam a fendéncia do comportamento especitral com ¢ aumento da
respectiva adigdo. Tampéo Tris 20 mi, pH 7.4



91
O calcio antagoniza as alteracbes espectrais devidas & particdo da DBC e com

iss0 temos a indicag8o de que podemos detectar a formacso de dominios nestas faixas
de concentracao.

Apesar de sstarmos utilizando altas concentracbes de marcador em membrana,
procuramos observar a periurbacdo causada pelos aditivos sobre a distribuicsio do
marcador de spin 5-MeSL, usando o par@metro h./hg, apresentado e descrito na

Equagio 5. A Figura 40 mostra estes resuliados.

céicio 1 mi + DBC 20 uM

céicio 1 m + DBC 8 uM

célcio 1 mb + DBC 4 uM

DBC 20 1M

DBC 8 uM

DBC 4 uM

calcio 1 mM

e e T T !
25 -20 -15 -10 -5 0
tfeiio (%)

T

Figura 40. Efeito de perturbagdo do marcador de spin nitréxido em membranas
{Ah.t/hg) compostas por DOPC: POPA: 5-Me3L nas proporcies molares de 751015
na presenca de concentrages crescentes de calcio {linhas verticais), DBC (linhas
horizontais) e de DBC em presenca de célcio 1mM, pré-incubado por peio menos 1 h
{linhas em diagonal). Concentracdo total de lipidios de 4 mM.

Contrariamente ao que sugers a Figura 38, Todos os aditivos parecem perturbar
de forma semelhante o marcador. Diferem, no entanto, na intensidade de perturbacio.
O calcio parece causar um efeito maior (25%) que a DBC. No entanto, a combinacio
de DBC com membranas incubadas previamente com céicio parece exercer um efeito

maior que o calcio ou a DB iscladamente.
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A andlise de perturbacdo da membrana segundc Ah.i/hg em conceniragbes

tao altas de marcador em membrana como No NOSSC ¢aso deve ser, no minimo,
cautelosa. Nas concentracSes usadas, de 15% de MeSL, o perfil especiral das
membranas & profundamente alterado, o que implica que podemos astar presenciando
deformacfes significativas dos valores de h.y e de ho, @ consequentemenie de Ah./ho.
As modificacdes destes valores com as diferentes adigdes a amosira com membrana
também nao podem ser formalmente considerados para andlise, uma vez que a propria
distribuicdo do marcador & passivel de alterago, e portantc de deformar
diferenciaiments h.s € Mo

Utilizando Ah./hp como um parametre inicial e j& bem estabelecido para
acompanhar mudangas do comportamento de lipidios, observamos a variacao deste
afeito. A alteracdo de 20 a3 25% deste par@metro, como indicado na Figura 40, &
significativa e pode indicar alteragdo na distribuicdo do marcador de spin (dominios
lipidicos).

Estudamos a formagdo de dominios lipidicos de forma mais acurada, utilizando o
parametro o {Devaux & McConnell, 1871) obtide de medidas inerentes a forma do
espectro, que sdo indicadas na Introducgdo, segéc RPE. A principio, assumimos que O
controle correspondia a uma situagdo de homogeneidade da membrana, sem a
organizacéo dos lipidios em dominios. Este pressuposto & razoavel, por estarmos
trabslhandc em um pH e temperatura que néo produzem a formagao de dominios e
ndo sstarmos utilizando fons indutores de segregagdo lateral na composigdo do
tampdo (Jacobson & Papahadjopoulos, 1975).

Iniciaimente apresentamos a cinélica de inducdo de dominios ern diferenies
concentragdes de caicio, como mostrado na Figura 41,
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Figura 41 ParBmetro de alargamento espectral a/ap de membranas compostas por
DOPC: POPA. 5-MeSL 75:10:15 em presenca de cdicio 0,2 mM (preto), 0.4 mM
(vermelho) e 1 mM {verde) acompanhado ao ionge do tempo. Tampéo Tris 20 mM, pH
7,4. Concentragao fotal de lipidios de 4 mM.

A Figura 41 mosira-nos que o efeito do calcio alcanca o equilibrio com a
concentrac&o correspondente & usada. Apesar de ser dificil determinarmos exatamente
0 tempo onde o sfeilc maxime € alcangado para cada concentracdo de caicio,
podemos determina-lo para a incubacgdo com calcic 1 mM, que & cerca de 20 min. A
Figura 42 mostra de maneira mais clara a confraposicdo de efeilos da DBC na
presenca & na ausencia de calcio, previamente incubado.

Esse sfeito oposto da DBC deve refletir seu efeito desorganizador da bicamada,
ja observado quanto a variag8o de h.a/hg (Figura 40).
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Figura 42. Parémetro de alargamento espectral ofop Ge membranas compds%as por
DOPC: POPA: 5-MeSL 75:10:15 em presenca de concentragdes crescentes de DBC
com (preto) & sem calcic 1 mM (vermelho). Tampéo Tris 20 mM, pH 7.4. Concentragéo
total de lipidios de 4 mM.

£ claro na Figura 42 o antagonismo de efeifos da DBC sozinha e na presenca
de célcio previamente incubado com as membranas.

Averiguamos também gual o efeito maximo conseguido com adicao de caicio &
gual a concentracdo minima para tal. A Figura 43 mostra-nos a variagdo do paramstro

oo com a adico de caicio.
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Figura 43 Parametlro de alargamento espectral o/og de membranas compostas por
DOPC: POPA: 5-MeSL 75:10:15 em presenca de concentragbes crescentes de calcio,
fidas a 35 min. apés adicdo. Tampao Tris 20 mM, pH 7,4, Concentracgo total de lipidios
de 4 mM.

Temos, a partir da Figura 43 gue a2 concentragcdo minima de calcio para
alcangar-se o sfsito minimo € de 0,5 mM, e que o efeito minimo obtido & de 0,82 {18%)
para 4 mM de membrana. Note-se que temos 0,4 mM de lipidios anibnicos & que
somente metade destes estdo voltados para a solugdo contendo célcic, Praticamenis
todos 0s grupamentos ancibnicos dos lipidios estdo ionizados neste pH.

A Figura 44 mostra os valores do parametro o padronizado em relacdo ao

controte (o) para as diferentes amostras.
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Figura 44: Parametro de alargamenio espectral afgg de memoranas composias por
DOPC: POPA: 5-MeSL 75:10:15 em presenca de célcio 0,2 mM (1), 0,4 mM (2}, 1 mM
(3), DBC 4 uM (4), 8 uM (5) 20 uM (8}, DBC 4 uM + 1mM célcio {7}, DBC 8 uM + 1mM
calcio (8) & DBC 20 uM + 1mM calcio {9). Tampédo Tris 20 mM, pH 7 4. Concentragio
total de lipidios de 4 mM.

Pela Figura 44 a DBC e o caicio tém efeitos antagbnicos quanto a formagdo de
dominios lipidicos, guando vistos isoladamente. A DBC parsce diminuir o efeito de
troca enfre 0% marcadores, enguanto conceniracdes crescentes de calcio implicam am
aumento de enconiro entre os marcadores, que pode ser fraduzido em aumenio da
formacao de dominios. A mistura de concentracbes crescentes de DBC em vesicuias
previamente incubadas com célcio, no entanto, parece potencializer o efeito induzide

pelo céicio sobre a distribuigéo lipidica.
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Figura 48: Parametro de alargamento especiral o/og de membranas composias por
DOPC: POPA: 5-MeSL 75:10:15 em presenca de diferentes proporcBes de caicio
DBC. Tampgo Tris 20 mM, pH 7,4, Concentracdo total de lipidios de 4 mM.

Concentracdo total de calcio (exceto no controle) de 1 mM.

A Figura 45 mostra que o efeilo das proporgdes de céicio. DBC sobre o
parametro ofoe N80 varia significativamente, desde que o céicio esteja presente,
Quando adicicnamos DBC a membranas incubadas previamente com célcio por
s de meia hora (e, em um relativo equilibrio de formacdo de dominios), ndo
percebemos mudanga significativa do pardmetiro o, o que pode significar que a DBC,
nesta faixa de concentrag@o ou de proporgdc com o calcio, ndo cause alteracdes na
distribuiggo de dominios induzida pelo caicio. As proporgdes usadas, no entanto, sdo
muito baixas comparadas aos valores para competicéo efetiva entre a2 DBC e o célcio

{(Papahadjopoulos, 1872).
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Figura 46 Comparacac de valores de ofop de espectros de membranas a 4 mi de
DOPC: POPA: 5-MeSL 75: 10: 15 em presenca de Ca'?, EDTA e DBC. Tampéo Tris 20
mM, pH 7,4. Medidas feitas apds ndo menos que 5 horas de pré-incubacao.

As concentracBes escolhidas justificam-se porgue a maior parte da DBC esta
particionada na membrana na concentracdo de 4 mM de lipidics. A concentragéo de
céicio & eguivalente a de DBC ¢ ¢ suficiente para induzir dominio nestas vesiculas. A
concentracdo de EDTA, 10 vezes maior gue a do calcio, garante que tedo o célcio irg
ser quelado por esta molécula.

Ma Figura 48 vemos gue ¢ calcio reduz significativamente o valor de a/ow, © que
significa aumento da formacao dos dominios lipidicos.

O EDTA, que ¢ um quelante de Ca™ e Mg™ néo altera significativamente a
distribuic@o do marcador na membrana guande comparado ao controle, mas € capaz

-

de impedir a indugio de dominios lipidicos pelo calcio. E clara por este experimento a
identificacio do Ca™ como agente indutor de dominios.

Ao adicionarmos DBC a estas membranas, femos um pequenc aumenio
aparente do valor de ofop em relacdc ao controle. No enianto, se considerarmos ter
uma distribuic8o homogenea de marcador na membrana, © valor de ofug deveria ser

maximo. Duas hiptteses podem explicar este fendmeno: ¢ marcader no controle n&o
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estd homogeneamente distribuido na membrana ou o parametro ooy € sensivel a

outros efeitos, que ndo a distribuicdo (proximidade espacial) de marcadores.
Tokutomi ef al. (1980) relatam que o pH e a temperatura podem alterar a
distribuic&o lipidica de membranas compostas por DOPS. No nosso caso, o pH 7,4 ndo
parece Tavoravel a inducBo per se de dominios lipidicos e 2 temperstura do
experimentc é maior que a de transicdo de fase de membranas de DOPC: POPA. Além
disso, a repulsdo eletrostética entre as moléculas de POPA s 2 perturbacio estérica do
marcador nestas condigdes favorecem o maximo afastamento dos lipidios (Someharju
et al,, 1985).
Quantc a suscetibilidade do pardmetro ofun a outros fatores que nao a
distribuic80 do marcador, n8o podemos afirmar muito. Este parametro € empirico e foi
usado para quantificar dominios por temperatura, jons e oulros agentes gue néoc
penetram na membrana (Tokutomi ef al., 1980). A intercalaciio da DBC em membranas
fosfolipidicas pode causar, a prior, alteracdes neste parametro gue ndo tenham relacdo
direta com a interac&o entre os marcadores.
De quaiquer maneira, vemos que os valores de oo 80 equiparaveis entre
amostras com DBC somente e de DBC na presenca de caicio, enquanto entre
amosiras com caicio somente e de calcio na presenca de DBC a diferenca é de duas
vezes a de DBC para o controle.
Embora os valores de o/up com DBC nao estejam muito fora do ero
experimental, os resultados experimentais sugerem que existe uma influéncia da DBC
e do calcio sobre este parametro. Temos novamente duas possibilidades.
¢ O célcio pode estar amplificando ¢ efeito original da DBC na membrana. Porém se
este efeito & relacionado com a particdo da DBC em membranas, teriamos razdes
para crer no contrario. Ha descrigdo na literatura (Barghouthi et a/,, 1993a) de que a
particdo da DBC protonada em membranas anidnicas é reduzida com o aumento da
forga idnica do meio, provavelmente devido a neutralizacéo parcial de cargas da
membrana e reducdo da interacdo eletrostatica da DBC com aquela. isto deveria
resultar, portanto, numa reduc&o da particio e do efeito da DBC sobre a membrana,
qualquer que seja este efeits. Ainda resta a possibilidade de um aumento
especifico, pelo calcio, do efeito da DRC ainds incorporada & membrana.

¢ A DBC pode estar anulando o efeito do cdicio. Se, em nosso caso, o efeito do cilcio

responsavel pela diminuicdo de a/op é a inducdo de dominios lipidicos, a DBC deve
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reverier a inducgdo de dominios lipidicos pelo céicio. J& € bem descrito em

literatura a habilidade da DBC em deslocar fons célcio de lipidios aniénicos (Cullis &

Verklei], 1979), bem como de reverter oufros efeifos do céicio sobre membranas

(Hornby & Cuilis, 1881). E razodvel portanto imaginar a acgo da DBC deslocando

ions célcic das cabegas polares e revertende ou impossibilitando a formacio de

dominios lipidicos.

Medidas andlogas usando o magnésio, um jon alcalino terroso come o célcio, 830
mostradas na Figura 47.

- DBC 1 mii DBC 2 mi +
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) L Mg@2mM -+ SR % S5

vt
RS

N
o

4

4

"

o
w
lll
x:-‘-

4 5 6

Aditivo

Figura 47: Comparacéo de valores de ofog de espectros de membranas a 4 mM de
DOPC: POPA: 5-MeSL 75: 10: 15 em presenca de Mg™, EDTA e DBC. Tamp&o Tris 20
mM, pH 7.4. Medidas feitas apds 5 horas de incubagéo.

Observa-se que ¢ magnésio também € capaz de induzir dominios lipidicos neste
sistema e que, da mesma forma observada com o caicio, 2 DBC pode reverter estes
dominios.

Devemos notar para os experimentos com cation bivalentes que estes ndo
difunde-se faciimente através da bicamada lipidica e que porianto ndo devem estar
agindc diretamente sobre cabecas lipidicas anidnicas gue estejam voltadas para o
interior do lipossomo. Existem com isso duas possibilidades pars interpretacéc dos
dados: (i} a de gue ndo tenha sido alcancado um verdadeiro equilibrio de efeito dos
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cations, que diminuiria ainda mais acentuadamente os valores de o se deixassemos

a incubac@o ocorrer por tempo suficiente ou (i) que a formacéo de dominios de POPA
induzida por calcio ocorra de forma acoplada nas duas camadas, sem necessitar a
presenca efetiva do céicio no interior do lipossomo para gue lipidios negativamente
carregados camada interna distribuam-se em dominios.

No primeirc caso, tem-se como respaldo vérios experimentos em que a
incubacfic necesséria para glcancar-se um efeito maximo levou um tempo bem maior
que o presenciado no nosso experimento, podendo chegar a dias. Deve-se perceber
que as técnicas usadas neste experimentos exigem tempos peculiares para alcancar-
se um efeito méximo, que é interpretado como formacao de dominios.

Quanto a0 segundo caso, existern exemplos na literatura em que a inducio de
dominios de aiguns tipos de lipidios em uma camada é acompanhado por uma
redistribuicdo dos mesmos lipidios presentes na outra camada de forma co-localizada
(Haverstick & Glaser, 1988). Se isto estiver ocorrendo em nossc sistema, temos que
ambas as camadas estdo em iguais condigdes de distribuicéo lipidica e que o equilibrio
alcancado é real.

A DBC, no entanto difunde-se rapidamente através das camadas lipidicas, e o
equilibrio observado deve ser um equilibric de fato. A cinética da difuso da DBC entre
camadas e sua particdo para a membrana sio bastanie rapidas {(Naharashi & Frasier,
1970; de Paula & Schreier, 1996), ndo devendo ser maior que da ordem de segundos.

Temos a partir da Figura 46 um quadro que sugere uma capacidade da DBC de
reverter dominios lipidicos induzidos pelo céicio e pelo magnésio.

A partir disso, podemos visiumbrar implicagdes fisiolagicas importantes, tanto no
fendmeno de anestesia como em ouiras alteragtes metabdlicas.

Papahadjopoulos (1972) mostra a existéncia de uma forte correlacac entre a
capacidade de anestésicos locais e o desiocamento de fons calcio de filmes de lipidios
anionicos.

Vérios eventos metabdlicos podem envolver a participacdc de dominios lipidicos,
como o brotamento viral (Trommeshauser & Galla, 1998; Luan & Glaser, 1894), a
ligacdo de proteinas extrinsecas 2 membrana (Mustonen ef al., 1987), o trafico lipidico
entre organelas (Kobayashi ef al, 1998), entre outras. Ja foi sugerida a acio de
anestésicos locais sobre a expressdc de oncogenes mediada pela proteina quinase C
(Nivarthi ef 5/,1998), que poderia ser regulada por dominios lipidicos {Shen ef af

E Rttty
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A agao de anestiésicos nestes eventos {com uma diversidade interessante de

estruturas moleculares) pode ter nos dominios lipidicos um denominador comum em
seu mecanismo.

Fizemos também medidas de wlop para amostras incubadas com concentraches
maiores de DBC e célcio, gue sdo mais préximas as condigdes fisioldgicas. A Figura
48 mostra sstes resultados.

—g—— DBC
o e (i
1,15 - —g-— DBC + célcio 1 mi

1,20 =

0,0 05 1,0 15 2,0
[aditivo] em mi

Figura 48: Variacdc de w/op com adigbes crescentes de DBC (quadrado), caicio
(trigangulo) ¢ DBC em presenca de célcic 1 mM (circuio) a membranas compostas por
DOPC: POPA: 5-MeSL 75: 10:15. Tampéao Tris 20 mM, pH 7,4. Concentracso lipidica
total de 4 mM. O tempo de incubacéo foi de 5 horas. T.A.

Vemos na Figura 48 um aumento nitido de o/og com o aumento da
concentragdo de DBC, j& descrito na Figura 42. Também percebemos que a baixas
concentragdes de DBC, a/up parece diminuir. Talvez haja uma prevaléncia do efeito
siefrostatico a baixas concentragdes de DBC que promova a redugdo de wiop de
maneira anadloga ao calcio. Um estudo da interacdc da DBC com estas membranas por
RPE e outros métodos nesta faixa de concentracio de DBC & um entendimento mais
rigoroso do parametro o/ap podem contribuir para a elucidacao deste fato.
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Adicbes crescentes de céicio a estas membranas promovem uma diminuicao

de ofop que & caracteristico de um aumento de formagic de dominios lipidicos.
Aparentemente ndo alcancamos uma saturacdo na induc&o de dominios apesar da
razdo maxima entre as concentracbes totais de calcio & POPA ser de 2,5.

A adig&o crescente de DBC e fixa de céicio 1 mM a estas membranas exibe uma
fase de decréscimo de wlap para concentragtes baixas de DBC mais conspicua gue
quando da adicdo de somente DBC. Na maioria das concentraches adicionadas, o
parametro oo parece crescer com a adicdo de DBC.

O aumento de o/ap tende a saturacdo, com concentractes de DBC mais alias.
Consideramos fortemente a possibilidade de esse aumento reflstir a desorganizacio da
membrana causada pela insercio da DBC, id descritc anteriormente {de Paula &
Schreier, 1995) por técnicas de RPE e fluorescéncia. Se for esta a causa do efeito a
saturacdo observada refletiria a saturaco da fase membranar, por ter sido atingida 2
solubilidade aguosa do AL.

E importante considerarmos que para todas as concentragbes de DBC sozinha
notou-se um aumento significativo do parametro o e que se esta alteracd@o néo estiver
relacionada com a dindmica de segregacdo lateral de lipidios, podemos estar
presenciando um mascaramento do valor de o correspondente a real distribuicgo de
lipidios provocada pelz DBC. Como esta interferéncia da DBC pode resultar um
aumento que pode ser superior a +10%, podemos estar induzindo uma distribuicdo de
lipidios ainda maior que quando adicionou-se somente calcio.

E notavel na Figura 48 o comportamento em degraus da curva de concentracao
de caicio versus a/og. Este tipo de curva jé foi observada em membranas contendo
diferenies concentragdes de pirenc ¢ é passivel de modeiagem tratando a membrana
como uma microerganizacao dos lipidios em padrdes periédicos regulares no planc da
membrana (Somerharju ef al., 1985; Mustonen ef al, 1987; Tang & Chong, 1992). A
organizag@o lateral como cristal de grande alcance de marcadores de spin ja foi
sugerida por Berclaz & McConneli (1981).

Para que este modelo seja aplicavel, alguns pressupostos sdc necessarios: (ifo
parametro ofog € dependente da distancia dos marcadores de spin; {ii) as cadeias acila
estao dispostas em um padréo hexagonal; (i) os marcadores de Spin representam
elementos hospedes, que perturbam o arranjo regular da membrana e {iv} esies
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elementos hdspedes tendem a maximizar a distancia a fim de minimizar a energia

livre total (Somehariu ef a/., 1985).

Tais pressupostos s8o razodveis no nosso casc. O pardmefro oo € uma
medida de alargamento especiral, apesar de ser um parBmetro empirico,
presumivelmente causado pela interacfio de troca entre spins. Como a froca &
dependente da disténcia, 0 modelo pode ser a explicac@o para a dependéncia discreta
de ofug com a conceniracéo de calcio,

Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia permite-nos visualizar 2 distribuicgo de lipidios
marcados na ‘céluld’ que desejamos estudar. Nossa abordagem para este estudo foi
tripla; observamos variagdo no tamanho das ‘céluias’, qudo heterogénea é a
distribuicao do lipidio marcado em toda a membrana ‘celular’ e medimos parametros de
areas gue possuiam uma intensidade maior que a estipulada, que definimos como
dominios lipidicos.

O marcador foi o NBD (Figura 5), covalentemente ligado a fosfolipidios
negativos (DOPA ou DOPS). As ‘células’ s8o de trés tipos: vesiculas unilamelares
giganies {(GUV), ghosts e eritrbcitos. Nestes dltimos monitoramos a distribuicBo de
DOPA e de DOPS em experimentos separados. Para descrever os resultados da
melhor forma possivel, utilizamos os parametros ja definidos na Tabela 2, aiém de
avaliar suas eficiéncias na deteccio de efeitos dos aditivos e de observar quéo
relacionados estdo os parametros estudados.

Em seguida comparamos a distribuico lipidica nas ‘células’ sem a presenca de
qualquer aditivo. A Tabela 10 mostra os resultados desta comparacéo.
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Tabela 10: Comparagdo entre vesiculas, ghosts e eritrocitos apés 30 min. marcados
com NBD-PA. O teste utilizado para detectar diferenca entre as ‘células’ foi o de
Kruskal-Wallis. (") indica diferencas significativas entre iratamentos {p=<0.05). Os
valores entre parénieses s8¢ as medianas, e fora dos parénieses, valores
padronizados (Z) usados na andlise de Kruskal-Wallis. O significado dos parametros é
mostrado na Tabela 2.

Parametro D Vesiculs Ghost Eritréoito
Numero de dominios 8112 -2.00 0,01 1,31
S {1) )]
Area da célula 0.808 0,00 0,82 0,61
{1481 (1412 {1395
so 4,001 -3,5¢ 8,20 2,57
{11,566} (15,32 {17.80)
Enricuecimento® 0,027 -2. 40 -,41 1,88
{ {0,00234) {0,002703
intensidade minima 0,137 -1,98 0,26 1,04
()] {151) {151}
intensidade maxima* 0,042 -2,29 -0,30 1,81
{0) (i51) {168)
Perimetro* 0,035 -2,31 -{.41 1,93
() (4.24) {17.6)
SDMedioDomCel* 0,041 -1,96 -0,82 2,20
0} © 5,83
MediaMediaDomCel* 0,039 -2,29 -0,37 1,88
)] (151) (154)
MediaAreaDomCel* 0.031 -2.34 -0,43 1,97
@ 4] 22)
MediaAreaReiativa 0,027 2.40 -0,41 1,88
()] {G,00185) {0,0175)
AreaRelativaTotal* 0,024 -2.40 -{3,50 2.07
(%) {0,00155) (D,0208)

A Tabela 10, assim como outras Tabelas anélogas, apresenta em destague os
valores padronizados, que faciitam a comparacgo qualitativa e atribuem valores aos
parametros medidos com maior representatividade e precisdo. As medianas dos dados
originais s&c mostradas entre parénteses, conforme indicade na iegenda.

Podemos observar que eritrécitos aparentemente apresentam maior
neterogeneidade na distribuicgo do lipidic marcado pela membrana de eritréeitos,
seguido de membranas de ghosts e de vesiculas {(SD). Isto & faciimente explicado pela
maior complexidade da estrutura da membranz de eritrocitos, que ainda possui
proteinas ancoradas @o ciloesqueleto localizadas em dominios, que podem ser
capazes de induzir dominios de lipidios co-ocalizadamente (Rodgers & Glaser, 1991).
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De forma semelihante, os eritrécitos mostraram uma concentracio maior de

lipidios marcados nos dominios que ghosts e vesiculas, que pode ser visto nos
parametros Enriquecimento, intensidade méaxima e MediaMediaDomCel.

O tamanho dos dominios também spresenta-se maior em eritrocitos que em
ghosts e vesiculas, como pode ser notado em MediaAreaDomCel, MediaAreaRelativa e
AreaRelgtivaTotal.

O quadro geral que emerge destas informactes é que eritrdcitos, provavelmente
pela maior complexidade de composicdo e distribuicBoespacial de proteinas de
membrana, apresentam maior heterogeneidade na distribuicdo lipidica, além de uma
maior concentracdo e extensdo da organizaco dos lipidios em dominios



107

Vesiculas marcadas com NBD-DOPA

A Figura 49 mostra GUV incubadas somente com tampédo, com Ca™ 2 mM,
DBC 1mM e Ca™ 2 mM com DBC 1mM, apés 2, 15 e 30 minutos, Na Figura 49 A,
correspondente ac conirole, ndo verificou-se nenhuma mudanga aparente na
distribuicao homogénea de DOPA ao longo do tempo do experimento, Na presenca de
calcio 2 mM (Figura 49 B), existe uma maior concentragdo de DOPA em uma regio da
vesicula, ou formacéo de dominio lipidico, a partir de 15 minutos. Na Figura 45 C
ncubou-se as vesiculas com 1 mM de DBC, apesar de verificar-se dominios na
presenca de DBC  somente, o tamanho da amostra de imagens ainda é muito
pequenc, e ndo podemos afirmar se a DBC reaimente tem sfeitc. Na Figura 49 D,
onde caicio 2 mM e DBC 1mM foram adicionadas simultaneaments e incubadas com
as vesiculas, notou-se o aparecimento inicial de dominios de DOPA 2 © posterior

desaparecimento, detectado apds 30 minutos.

A B C D

2 min.

30 min.

Figura 49 Vesiculas unilamelares gigantes compostas por DOPC:DOPANBD-PA
90:9,5:0,5 (A), na presenca de Ca™ 2 mM (B), de DBC 1 mM {(C) & de ambos (D). As
linhas representam o periode de incubacio, de cima para baixe, de 2, 15 & 30 minutos
respectivaments.
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Cs dados da andlise das imagens de microscopia de vesicuias tratados com
Ca™ e DBC séc mostrados a seguir na Tabela 11. Os valores de p menores que 0,05

indicam que axiste diferenca significativa entrs os iratamentos.

Tabela 11: Vesiculas apds 30 min. compostas por DOPC: DOPA NBD-PA 80: 8,5 0.5
O teste utilizado para detectar diferenca enire as ‘céiulas’ fol o de Kruskal-Wallis. ()
indica diferencas significativas enire tratamentos (p<0.05). Os valores entre parénieses
s80 as medianas, e fora dos parénieses, valores padronizados (Z) usados na analise
de Kruskal-Wallis.

Pardmetro/Tratamsnto ol Controle Calcio 0BG Caigio + DBC
Mamero de dominios® 2,030 -1,23 =140 n.d. 2.81
{9 ) (2}
Area da celula 3,441 -1.25 3,87 nd, 013
{1481 {2000} {1684)
sD# {3,001 -2,85 -,63 n.4d. 3.z8
{11,66) (14,11) (22,26)
Eariguecimenio” G,045 -1.25 -1,23 n.d. 2,44
(O @ {8,55E-03)
Intensidade maxima® 0,048 -1,23 -1,25 n.d. 2.44
(0] ©) (163)
Perimetro 0,072 -1.25 -1,03 n.d. 2,22
©) ) (16,3}
SDMedioDomCel 3,162 -1,20 -0.87 n.gl 1,78
@) O (4,63}
MediaMediaDomCel® 3,080 -1,23 -1,21 n.d. 2,39
1)) ) {1,54E+02}
MediaAresDomCel” 0,054 -1,27 -4,13 nd. 2,35
0) o) (2, 55E+01)
MediaArsaRelativa® 0,045 -1.25 -1,23 nd. 2,44
{03 ) (5,51E-03)
AreaRelativaTotal® 0,032 -1,30 -1,30 ng. 2.57
(D) )] {1,10E-02)

Os tratamentos promoveram efeilos significativamente diferentes sobre quase
todos os parametros usades. £m geral, o calcio apresentou resultados semethantes ao
controie e estes foram bastante diferentes do tratamento simultaneo de DBC e caicio,
Psla auséncia do tratamento com DBC, n&o poderemos afirmar categoricamentis guem
cle fato foi responsavel pelas diferencas observadas.

A Figura 50 compara graficamente os resullados destes lratamenios.
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2224 Controle
B Ca 1 mMm
BSS Ca*1mM + DBC 2 mM

Valor padronizado
|

Figura 50: Valor padronizado do nimerc de dominios (1) , desvio padréo da intensidade por toda a célula (2),
enriquecimento (3), intensidade méaxima nos dominios (4), intensidade média nos dominios (5), area meédia dos
dominios (6), area média dos dominios em relacéo & vesicula (7) e fracéo da drea celular contida em dominios (8)
para os diferentes tratamentos. Vesiculas compostas por DOPC: DOPA: NBD-DOPA 90: 9,5: 0,5 em tampé&o Tris 10
mM pH 7 .4.
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Vemos peia Figura 50 que os nimero de dominios exibiu diferenca significativa
para os fratamentos comparados. Aparentemente, a adicdo de calcio ndo altera este
parametro, mas a adicdo concomitante deste com DBC aumenta o nimers de dominios
por célula.

O desvio padréo, que & uma medida global de heterogeneidade de intensidade,
i.e. de concentracgo de marcador, fol aumentado quando em presenca de calcio, e
ainda mais quando adicionamos célcio & DBC simultaneamente as vesiculas. A DBC
aparentemente aumenta a heterogeneidade composicional do marcador (SD).

G enriquecimento, a intensidade méxima nos dominios, a intensidade média nos
dominios, a area média dos dominios, a drea média dos dominios em relacdo a2
vesicula e a fracdo da drea celular contida em dominios seguiram o mesmo padréo:
calcio néo parece alterar significativamente este parémetro, enquanto a misiura calcio e
DBC causam um aumento na medida destas caracteristicas.

A DBC porianto parece aumeniar a segregacdo dos lipidios anidnicos NBD- -
DOPA em membranas quando adicionada ao mesmo tempo que o céicio.

Em geral, n&o pudemos notar diferencas evidentes entre o controle e o céicio.
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Ghosts marcados com NBD-DOPA

Fez-se também experimentos com ghosis marcados com NBD-DOPA, como
mostrados na Figura 51, No confrole, verificou-se poucos dominics, gquandeo
comparados aos eritrocitos (Figura 81 A). Na presenca de caicio 2 mM (Figura 51 B),
os dominios ficaram muito mais evidentes. A adicdo de 1 mM de DBC (Figura 51 C)
parece induzir levemenie a formacéo de dominios. Com céicio 2 mM e DBC 1 mM,
parece haver uma diminuicdo de dominios, guando comparados ac experimenio com
calcio 2 mM (Figura 51 D).

A 8 c D

2 min

15 min.

30 min.

Figura 51: Ghosts marcados com NBD-DOPA (A), na presenca de Ca™ 2 mM (B), de
DBC 1mM (C) e de ambos (D). As linhas representam ¢ periodo de incubacio, de cima
para baixe, de 2, 15 ¢ 30 minulos respectivaments.
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Na Tabela 12 apresentamos as caracteristicas de dominios lipidicos em ghosfs

na auséncia & presenca de adilivos,

Tabela 12: Ghost apds 30 min. marcados com NBD-PA. O teste utliizado para detectar

diferenca entre as ‘células’ foi o de Kruskal-Wallis. (%) indica diferencas significativas

entre tratamentos. Us valores enire paréniesses sfc as medianas, e fora dos

parénteses, valores padronizades {Z) usados na andlise de Kruskal-Wallis,

Pardmetro/iratamenio P Conlrole Calcio DBRC Calcic + DBC
Nimero de dominios 0,578 0,00 1,18 -1.21 0,12
(1) (1) 0) )
Ares da célula® 4,000 4 95 343 -5,80 -2,10
{14120 {1291 910) (G78)
SD 0,877 0,35 4,80 -0.80 -(3,33
{15,32) {15,87) {14 34) {15,28)
Enriguscimento 3,318 -3,17 1,37 -1,88 5,81
{0,00234) {,0134) o {3,00868)
Intensidade minima 3,387 0,41 0,99 -1.72 0,531
{151 {(i51) )] {151
intensidade maxima 0,101 022 1.97 -2,23 0,18
{151} {185) )] (151
Perimetro 0,142 0,13 1,79 -2.11 0,37
{4243 14,5 0] {9,07)
ShiedicDomCel £.095 -0,21 2,24 -2,00 0,08
O 4.81) (G} 0
MediaMediaDomCsl 0,082 0,18 2,04 -2,24 g17
' 151 {183 D {151)
MediaAresDomCel g.112 0,14 1,91 -2,20 4,33
2) 8,9 ©) 73
MediaAreaRslativa (0,288 -0,24 1.55 -1,73 3,56
{0,00155) {0,0104) ()] {0,00571)
AreaRsiativaTolal (3,328 -,37 1,57 -1,47 0,36
(0,00155) (0,0142) (o (0,005713

Pelo que observamos nesta Tabeia, com excecdo da area dos ghosis, todos os

demais paramelros ndc apresentaram difersnga significativa enire os diferentes

fratamenios.

Como pode também ser percebido na Tabela 12, 2 adicdo de DBC induziv um

valor mais negativo que o controle e o calcio, 0s maiores valores para 0s parametros

medidos. A adigao simultanea de DBC e de calcio aparentemente gerou um efeito

intermediario 2o efsiic de cada um desiss aditivos isoladamente.
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N&o pudemos afirmar que valores séo significativamente diferentes entre si por
meio deste teste, uma vez que ele sé detecta a existéncia de diferencas significativas
entre os tratamentos. Se de fatc os valores extremos forem significativamente
diferentes enire si, podemos afirmar o antagonismo entre o céicio e a DBC na alteracdo
da area celular.

Apesar do teste de Kruskal-Wallis nfo ser capaz de ascusar diferencas
significativas entre 0s demais parametros, o antagonismo entre c céicice a DBC e o
efeito intermediaric da mistura de célcioc e DBC persistente sugerem uma acgfo
significativa destes agentes.

Se isso for verdade, a DBC atua comoc um agente que reduz o nimero de
dominios preexistentes em ghosfs, provavelmente induzidos por proteinas de
membrana, distribui mais homogeneamente os lipidics DOPA marcados em toda a
céiula, diminui a concentrac8o de lipidios em dominios, As intensidades minima e
maxima de fluorescéncia nos dominios também diminui com a adigio da DBC, assim
como o perimetro médio dos dominios, a heterogeneidade dentroc dos dominios, a
intensidade meédia, a drea absoluta e relativa medias dos dominios e a drea iotal
relativa da membrana gue participa de dominios lipidicos.

O caicio agiria de forma oposta a da DBC. Interessantemente, a mistura destes
alcanga um valor intermedidrio, como se seus efeifos se anuiassem guando
adicionados simultaneamente.

Os parametros também apresentam diferentes capacidades de distinggo de
efeitos como também alguma correlacdo entre si. A Tabela 13 mostra os valores de
correlagé@o entre estes diferentes parmetros.

Podemos agrupar os parametros a partir da Tabela 13 nos grupos mostrados na
Tabela 14. Verificamos que parametros tinham correlacdo alta (maior que 0,85) entre si
para 0s agruparmos.
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Tabela 14: Classificacdo dos par@metros de dominios lipidicos para ghosts

marcados com NBD-DOPA a partir das correlacdes mosiradas na Tabela 14

Grupo Pardmetros
9 MDom, MediaMsdiaDomCel, MeanDomCsalMin, MadiaDomCaiMax, 53DMedicDomCal
2 AreaRelativaTolal, MediaAreaRelaliva, MedisArealomCel, Perimetro, Enfguecimenio
3 Arga da célula
4 sD

roderiamos, desta forma, caracterizar o efsito destes aditives sobre a
heterogeneidade da disiribuicde de NBD-DOPA em ghosfs somente com irés
parémetros, uma vez gue a area da célula ndc mostrou diferenca entre os tratamentos.

E interessante notar que a maioria dos parametros do grupo 1 380 concernentas
2 intensidade de fluorescéncia nos dominios, o que pode ser interpretado em termos de
concentracdo de marcador, engquanto no grupo Z a maioria dos parameiros sao
refativos a dimensdes dos dominios (area & perimetro). O grupo 4 também refere-se a
intensidade de marcador, mas & uma medida direta de quio heterogénea ¢ a

distribuicdo de NBD-DOPA ma membrana de ghosts.
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Eritréocitos marcados com NBD-DOPA

FPara observar-se possiveis efeilos em uma membrana bioldgica, marcou-se
gritrocitos com MNBED-DOPA, como descrito anteriormente. A Figura 52 revela os
resuitados deste experimento. Us eritrdcitos exibiram dominios lipidicos sem que fosse
necessaria a adicdo de qualguer agente indutor (Figura 52 A). Na presenca de caicio 2
mM {Figura 52 B) ndo houve alleracdc aparente em tamanho & nimero de dominios.
Cuando adicionou-se scmente acs eritrdcitos DBC 1 mM, os dominios anteriormente
presentes desapareceram. Ainda com a adigée de calcio 2 mM concomitante a de DBC

1 mM (Figura 82 D), ndo detectou-se dominios.

A B C D

2 min

15 min

30 min

Figura 52 Eritrocitos marcados com NBD-DOPA (A), na presenca de Ca™ 2 mM (B),
de DBC 1mM (C) & de ambos (D). As linhas representam o pericdo de incubacdo, de
cima para baixo, de 2, 15 e 30 min., respectivamente.

Na Tabela 15 temos os valores dos par@meiros de dominios lipldicos em
eritrdcitos marcados com NBD-DOPA.
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Tabela 15: Eritrdcitos apds 30 min. NBD-PA. Kruskal-Wallis. {*) indica diferencas
significativas entre tratamentos. Os valores entre parénteses s&o as medianas, e fora
dos parénteses, valores padronizados (Z) usados na andlise de Kruskal-Wallis.

Parémetro/Tratamenio D Conirnie Lélcio DBC Célcio + DBC

Nimero de dominios 0,128 1,08 1,68 -1,60 -1,14
o {1 {1 ©

Area da célula £,383 -}, 44 1,36 0,20 ~1.41

{1395) {1481 {1452y {1382)
SO+ 0,006 2,70 1,19 -2.78 -0,81
{17,60) {15,80) {13,53) {14,63)

Enriguecimento® 0,033 1.28 2,03 {0,0254) -1,79 -1,55
{0.00270) (0 {0

intensidade minims 8,118 0,88 1,85 -1.51 -1.24
(151 (i) {0} O

imensidade maxima® 0,005 1,22 2.80 -2.24 -1,81
(168} (71 © )]

Perimetro® 0042 | 133(178 1,98 -1.70 -1.82
(17.8) @ ©

SDMedioDomCel* 0,014 1,23 247 -2,16 -1,54
(.93 {710 (W] ©

MediaMediaDomCel* 0,006 1,11 2,84 -2.26 -1,72
(154) {155) ©) ©)

MediaAreaDomCel* 0,025 1,24 2,24 -1,89 -1,62
22} (24) ) ©

MediaAreaRelativa* 0,043 1,27 2.01 (0,0163) -1,77 -1,53
(0,0175) Q) (0)

AreaRelativaTotal* 0,038 142 1.94 (0,0163) -1,80 -1,45
{0,0208) ) (@)

Vemos na Tabela 15 que relativamente poucos par@metros deixaram de
evidenciar diferencas significativas entre os tratamentos.

Aparentemente, o desvic padrdc da intensidade na célula € reduzido quando
adicionamos DBC aos eritrécitos. A adicdo de calcio aos eritrcitos parece promover
uma pequena redugéo nesta resposta, quando comparada a DBC, enquanto se
adicionarmos  simuitaneamente caicic e DBC, o efeito da DBC parece prevalecer
grandemente sobre o0 do célcio. £ interessante como estes aditivos somente puderam
reduzir este parametro.

O enriquecimento, intensidade méxima nos dominios, perimetro dos dominios,
desvio padréo da intensidade nos dominios, média de intensidade e de area entre
dominios e as areas relativa e fotal dos dominios nas células alteraram-se de forma
analoga entre si. A DBC diminui ¢ valor do parametro, enquanto o célcio aumenta este

valor, mesmo em relagio ao confrole. Quando adicionados ac mesmo tempo, a DBC
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tem seu efeite aplacado pela presenca do célcio,com uma forte prevaléncia de uma

acéo como da DBC somente.

Vale notar que os resultados sBo semelhantes aos de ghost, e o teste de
Kruskal-Wallis detecta diferenca significativa entre os tratamentos, em contraste com
as membranas de ghost.

A adicBo simultanea de caicio e de DBC em eritrcitos teve um efeito mais
préximo ao da DBC isolada que em ghosts. A reducio de componentes de membrana
no preparc de ghost pode aumentar o acesso do célcio aos lipidios anibnicos na
membrana e com isso acirrar a competicdo com a DBC guanto ao efeito final sobre g
organizacéo fipidica em sistemnas bioldgicos.

A Tabela 16 apresenta os valores de correlacdo entrs os pardmetros usados
nos experimentos de eritréoitos marcados com NBD-DOPA apds 30 min. de incubagio.
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Todos os parametros apresentam uma correlac@e alta, com excecdo da area do
eritrocito. Conforme feito anteriormente, utilizamos estas informagdes para classificar os
dados de acordo com os valores contidos na Tabela 16. A Tabela 17 mostra a
classificac@o dos parémetros.

Tabela 17: Classificac8o dos parametros de dominios lipidicos para eritrécitos marcados
com NBD-DOPA a partir das correlaces mostradas na Tabela 16,

Parametros
Grupo
1 NDom, MediaMediaDomCel, intensidade minima, intensidade maxima
2 AreaRelativaTotal, MediaAreaRelativa, MediaAreaDomCel, Primetro,
Enriguecimento, SD
3 AreaCel
4 SDMedioDomCel

Comparando-se a Tabela 17 com a Tabela 14, vemos uma consisténcia no
agrupamento. As dnicas diferengas sdc a independéncia do parametro
MediaMediaDomCe! e o agrupamento de SD com outros parametros de area. De quaiquer
forma, podemos sempre distinguir dois grandes grupos: um medindo parametros métricos
{area, perimetro} e outro de intensidade, i.e. concentracdo de marcador, e um grupo que
pode estar caracterizando alteracSes morfoldgicas das ceiulas, que é formado pelo
parametro AreaCel. Realizamos observagdes de eritrocitos marcados com NBD-DOPS na
presenca dos aditivos caicio e DBC. Os resultados s&c mostrados na Tabela 18.
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Tabela 18: Eritrécitos apds 30 min. marcados com NBD-PS. O teste utilizado para
detectar diferenca entre os eritrécitos foi o de Kruskal-Wallis. ("} indica diferencas
significativas entre tratamentos. Os valores entre parénteses s&o as medianas, e fora dos
parénteses, valores padronizados (7) usados na andlise de Kruskal-Wallis.

Farémetro/Tratamenio o Caicio DBC

MNamero de dominios 4,181 1,40 -1.40
4 (G}

Areg da célula® 0,000 4,32 -4,32

{2043 {1539)
aD 0,586 -,54 0,54
{13,45) {14,43)

Enriguecimento 0,322 0,89 -0,99
{0.060104) o

intensidade minima 8,187 1,32 -1,32
(1s51) Q)

intensidade madmas 8,178 1,38 -1,35
{1%1) ©

Perimeiro 8,262 1,12 =1,12
(3,83 (8]

SDMedicDomCel 8,531 0,63 -3,63
0 ©

MediaMediaDomCal 0,210 1,25 -1,25
{151) (0)

MediaAreaDomCel 0,262 1,12 -1,12
(1,50 ()

MediaAreaRelativa 0,322 0,99 -0,89
{0,0005684) (V)]

AreaRelativaTotal 0,308 1,02 -1,02
{3,000684) (0)

Como podemos verificar na Tabela 18, célcio e DBC parecem apresentar efeitos
antagonicos, de forma semelhante a observada com ghosts. O céicio promove um efeitc
maior em praticamente todos os parametros, correspondendc a uma maior organizacac
dos lipidios de membrana em relagéo ac experimento com calcio. N3o sabemos porgque ©
calcio promoveu uma heterogeneidade em toda a membrana celuiar menor gue a DBC.
Devido a auséncia do grupo controle neste experimento, ndo podemos afirmar qual o
efeito absoluto destes aditivos.

86 podemos falar categoricamente em diferencas nos valores dos parametros
quando observamos a area da célula, que parece aumentar com a presenca do célcio ou
da DBC, e sofrer uma forte reducdo na presnca de ambos os aditivos. Provavelmente
esta variacdo reflete alieracOes morfoldgicas. Se a diferenca ndo detectada em eritrdcitos
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marcados com DOPA corresponder a realidade, é possivel gue com a marcacac de DOPS
nos eritrocitos exista uma fracdo significativa maior deste lipidio na monocamada externa
que in natura, que por sua vez facilite ou proporcicne as alteracfes na area celular que
cbservamoes.

Mais ainda, as aiteracbes na drea celular podem ser independentes da distribuicdo
de DOPS na membrana, se o teste de Kruskal-Wallis confirmar o fenémeno cbservado,

De uma maneira geral, 2 DBC é antagbnica ao efeito do célcio em pelo menos um
paramelro, seja ele celular ou referente aos dominios.
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Conclusao

Flucrescéncia

No presente trabalho medimos propriedades dpticas e de fiuorescéncia da DRC.
Com isso foi possivel determinar a constante de dissociacdo (pKa) & & constante de
iigacéo desse anestésico em membranas fosfolipidicas, em diferentes pH.

O valor de pK, da DBC é de 8,4 (Figura 4) indicando que em pH fisiclégico haveria
predominéncia da forma carregada do AL

As medidas de supressdo por iodeto mostraram que o valor da constante de Stern-
Volmer (Ksy) foi maior para a supress&o de fluorescéncia da DBC®, refletindo a grande
contribuig@io de interagbes elefrostaticas no fenbmeno da supressdo. As colisdes entre as
moléculas devem tornar-se mais freqUentes, e com isso a perda de energia da DBC” no
estado excitado com o choque com fons I” é maior. Vale observar gue ¢ grupamento
ionizavel da DBC, a amina terciaria, localiza-se préximo ao anel quinolinico, que é o
responsavel pela fluorescéncia da DBC, e que portanto favorece o encontro deste ion com
o proprio anel fluoréforo.

A importéncia da forma desprotonada da DBC fica evidente gquando consideramos
os valores de constante de ligagdo encontrados. K, mostra que a forma neutra interage
mais fortemente com membranas lipidicas (Tabela 6);

As medidas de fiuorescéncia revelaram ainda que a forma protonada da DBC tem
rendimento quéntico maior que a forma neutra (Tabela 4).

A interagio da DBC desprotonada com vesiculas de DOPC é acompanhada pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia (em baixas concentragbes de membrana —
Figura 8) e deslocamento para o azul, dos comprimentos de onda de emiss3o (Figura 9).
Com aumento da concentrago de membrana e, consequentemente, da dispersac de luz,
observa-se diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, mesmo apos tratamentos de
subtracdo/comrecéo espectral.

Observacbes semelhantes foram feitas com a DBC protonada. A interacdo com
meio menos polar diminui o rendimente quantico da fiuorescéncia e desioca a emiss3o
para comprimentos de onda menores (Figura 20 e Figura 21).
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A variagio fluorescéncia da DBC em meios de diferentes polaridades foi analisada
com misturas de dioxano:dgua (Figura 28), na tentativa de correlacionar as propriedades
de fluorescéncla da DBC em membranas e, comparandc as constantes dislétricas,
determinar a localizacdo da molécula no interior da bicamada. A ocorréncia de interacdo
especifica entre a DBC e solucdes de dioxano provavelmente causou uma redugdo da
intensidade de fluorescéncia. A reducso também presente com o aumento de membrana
pode assim ser faciimente justificada pela ocorréncia de interacdes especificas entre 2
DBC e a membrana.

O ajuste de especiros por curvas log-normal é uma ferramenta interessante no
estudo da fluorescéncia de triptofano em proteinas (Burstein ef a/, 1973; Abomev &
Burstein, 1982) informando-nos parémetros estratégicos (imax, Amax, assimetria especiral e
largura do espectro a meia altura). Esta andiise permite-nos identificar mais faciimente as
especies e possiveis formas diméricas de DBC em membranas, além de seus respectivos
sitios, de forma acurada.

Encontramos um fluoréforo e uma metodologia satisfatoria para a correcdo da
turbidez presente em suspensdes de membranas. O PyPC fica fortemente ligado &
membrana, € estavel, possui um rendimento quéantico excelente e possui um espectro de
emissdo que sobrepde-se bastante ao da DBC. Apesar de ndo conseguirmos valores de
Kp concordantes na aplicacéo do método empregado, os valores de y° e a distribuicio dos
dados corrigidos em torno do ajuste de K, qualifica-o na investigacdo do comportamento
espectral da DBC em presenca de membrana.

RPE

No estudo de dominios por medidas de RPE, o parémetro o revelou-se uma forma
razoavel de avaliar-se dinamicas de distribuicdes lipidicas. o € maximo nos experimentos
controle (oo} e seu valor decresce com o aumento de encontro dos marcadores em
membrana (i.e., com a proximidade enire os marcadores).

O valor de o para o controle {oe) deve ser maximo, uma vez que o parametro o

decresce com ¢ aumento de encontro dos marcadores em membrana {ie., formacso de
dominios).
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Vimos que o aumento da concentraggo de caicio resulta em diminuicio progressiva
dos valores de o, 0 que € coerente com uma progressiva indugéc de dominios lipidicos.
Guando adiciona-se DBC a membranas incubadas previamente com céicio por mais de
meia hora (i.e., em um relalivo equilibrio de formacdo de dominios), ndc percebemos
mudanga significativa do parametro o, o que pode significar que a DBC, nesta faixa de

concentragio ou de proporgdo com o célcio, ndo cause alteracSes na distribuicdo de
dominios induzida pelo céicio.

Microscopia de Fluorescéncia

A andlise das imagens de eritrdcitos por microscopia de fluorescéncia mostrou-se
excelente para o acompanhamento dos dominios e de suas caracteristicas. A alteragdo do
padréo de dominios naturaimente existentes nestas membranas pelo caicio e pela DBC e
célicio foram evidentes,

Em vesiculas lipidicas, a mistura célcio e DBC provocaram um aumento significativo
nos valores dos parametros analisados, & ainda maior que o aumento promovido pelo
célcio sozinho. Isto pode significar que 2 DBC realce a capacidade do célcio em induzir
dominios lipidicos em membranas, j& vista em outros frabalhos (Haverstick & Glaser,
1987). O efeito da adicio de calcio, se significativo, foi muito discreto no sistema de
vesicuias.

Em ghosts, o teste estatistico usado ndo detectou diferencas significativas entre os
ratamentos. No entantc as aparentes diferencas & primeira vista apresentam um padrio
consistente, onde a adicdo de DBC induziu um valor mais negative que o controle e o
caicio, os maiores valores para os parametros medidos. A adigdo simultanea de DBC e de
caicio aparentemente gerou um efeito intermediario ac efeito de cada um destes aditivos
isoladamente.

Se estas observacbes forem verdadeiras, estaremos observande a inducdo da
formagéo de dominios pelo célcio e a acdo antagdnica da DBC, torando as composicies
da membrana mais uniformes, em contraposicdo as proteinas de membrana ou pelo
calcio.

Os resultados em eritrécitos foram andlogos acs em ghosfs | com a ressalva de que
o teste de Kruskai-Wallis acusou diferenca significante enire os tratamentos. O efeito da



mistura DBC e calcio promoveu um efeito mais proxime ao da DBC iscladamente, cuando
comparados a ghosts. A perda de glicoproteinas e talvez de proteinas exirinsecas quando
do preparo do ghost pode disponibilizar mais sitios de figac8o ao cécie, acirando mais a
competicic entre calcio e DBC nesta membrana. Os parametros usados na analiss
podem ser classificados Dbasicamente nagueles concernentss & iniensidade de
fluorascéncia nos dominios, o gue pode ser interpretado em fermos de concentracéo de
marcador, nos relatives a dimensfes dos dominios (drea e perimetro) & em
helsrogeneidade global da distribuicie do marcador na membrana, g partir dos dados de
correlacac enire 038 parametros.

O processamento de imagens de vesiculas, ghosfs e sritrdcitos marcades com NBD
ja é realidade em nosso laboratdric. Otimizamos este processo pelo emprego de fillros que
reduzem ruidos & pela avaliagdo de radiancia de eritrdcitos destacados da imagem total
para padronizacéo, alem de personaliza-lo por meio da escolha de parmetros obtidos

das imagens e do valor de imiar utilizado.

Modelo geral

A partir das informagdes obtidas por estas técnicas, podemos sstabelecer um
modelo de formagio de dominios lipidicos, ilustrado na Figura 53;



Figura 53: Modelo de formacéc de dominios lipidicos e efelio da dibucaina em

membranas.

Neste modelo, a DBC liga-se preferencialmente & interface da bicamada lipidica (A},
e ndo induz dominios lipidicos em membranas compostas por lipidios neutros e anibnicos.
Qiuando adiciona-se calcio a esta membrana na auséncia de DBC (B), o calcio recrganiza
a distribuicao lateral dos lipidios, induzindo a formacao de dominios.

Na presenga de DBC, no entanic, o calcic nao induz dominios lipidices, uma vez
que a DBC liga-se preferencialmente a cabeca polar dos fosfolipideos e expulsa ¢ caicio

desies sitios.
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Macros usados 1o Scion image Beta 4.0.2 para analise de imagens

129

e GlobalChedkdmage’
{isplays i far ing bafere pr ing}
var
i, 4eft bop widith, height npiciures irteger;
bogin
npictureaenPs+];
ResstCounter;
for i=1 4o nPics do begin
SeletPiof);
DuplicatelfindonTitle);
and;
for i=npictures i niics do begin
SelactPic();
Reduceioise;
AutoThreshold;
end;

gichalmesn, count integer,
ileft top,width, heightinteger:

begin
ResetCounten,
SetOptions(Ares;MeanStd. Dev. Perimeter Min/Max);
NewTaxtyindow( DorainDat);
for i=1 to nPics do begin
SelectPicf}:
SetScale(d, phel);
Reduceioise;
AutoThreshoid;
Measurs;
count=rCount;
globaimean:=Meanicount;
ResetCounter,
MuitiplyByConstant{{100Vgiohaimean);
AutaThreshold;
Measurs;
SetThreshoid(150),
AnalyzeParticies(label;
AutoThreshold;
Measure;
SetCounter(sCount-1);
SelectAll;
Claar,
Measure,
CosyResults;
SelectVindow{Domaintata’);
Pasta;
ResetCounter
end;
DiszoseAll;
o,

masrs ‘LocalCheskimage'
{Cispiays an image for checking before procsssing)
V&l
il bop width, height npicturestimtegen,

begin

CuplicatetéindowTie);

Redupaioiss;

AutaThreshold,
e

macro 'LecaiFrocessDomain’,
Pro domains from vesicles or cails}

var
giobaimean,countinteger,
Lieft topwidth heightinteger,

bagin
RessiCoumar;

SeiOptions{ Anes; Mean;Sid, Dev. Perimeten MinfMeand);

New TextWindow{ DomainData?;
SetSealall,'phist);
ReduceNoise;
AutoThrashold;
Measure;
count=rCount;
globaimean:=ieanfcour];
ResetCounter,
MuttiplyByConstant({100)gicbaimean);
AutoThrashold;
Measure;
SefThreshold(150);
AnzlyzeParticles(labst);
AutoThreshoid;
Maasure;
SetCounter(rCount-1);
SejectAll;
Ciear,
Measure;
CopyResulss;

Selechindow! DomainDate):

Paste;
ResstCounter,

end;

DispuseAll;

end;

mecrn ‘DisposeAl;

{Closes ol image windows}

beain
Disposeall;
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