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RESUMO

Dentre as teorias sobre 0 mecanismo de agio de anestésicos locais (AL) podemos
destacar as que tentam explicar efeitos diretos sobre a proteina canal de sodio, ou aquelas que
enfocam os efeitos da interagio dos anestésicos com a fase lipidica membranar. Sabe-se que ha
uma correlagao direta entre a hidrofobicidade da molécula anestésica (medida pelo coeficiente de
partigdo) e a sua poténcia clinica. Sendo assim, é natural pensar que gualquer que seja ©
mecanismo de agao dos AL ele deve passar por uma interago com a bicamada lipidica. Os
anestésicos na sua forma neutra sdo os que podem melhor explicar este tipo de interagéo, pois
possuem maior hidrofobicidade em relagéo a forma protonada.

Ao escolhenmos 0s anestésicos para este estudo, a Benzocaina (BZC, um ester) nos
chamou atengdo, pois é um composto que ndo se protona em pH fisiologico. Para que
pudéssemos compard-la com outros anestésicos, escolhemos a Lidocaina (LDC, uma amino-
amida) e a Tetracaina (TTC, um amino-éster) ambas ja anteriormente estudadas em nosso
taboratorio (de Paula & Schreier, 1995) e que possuem amina ionizavel em pH préximo a 7,4,
Porém, todos os experimentos com a LDC e a TTC foram realizados em pH 10,5, para que
estivessem na forma desprotonada. A hidrofobicidade desses anestésicos segue a ordem:
LDC<BZC<TTC.

Inicialmente fizemos uma caracterizagdo fisico-quimica da Benzocaina. Pudemos
observar suas propriedades de absorgio no UV e de fluorescéncia. Além disso, foram feitas
medidas de solubilidade em tampdo e do coeficiente de partigio entre membrana e agua, usando
diferentes métodos. Estes testes possibilitaram acompanhar e guantificar a BZC nos estudos
subsequentes.

Para verificar a interagio da BZC com membranas, usamaos como modelos a membrana
de eritrécito e lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (EPC). Os testes de hemolise serviram para
medir a interagio da BZC com eritrocitos e também comparar seu efeito com os da LDC e TTC,
observando-se uma estreita correlagéo entre o efeito hemolitico e a hidrofobicidade destes AL.
Medidas de fluorescéncia, utilizando lipossomas de diferentes tamanhos, indicaram que a BZC
interage com vesicuias lipidicas grandes € pequenas.

Em vesiculas multilamelares grandes os experimentos de Ressonancia Paramagnética
Eletrénica (RPE) com marcadores de spin em varias profundidades (5, 7, 12 e 16 MeSL), foram
teis para evidenciar que a membrana lipidica se desorganiza de maneira diferente ao
incorporarmos os trés anestésicos. O maior efeito da LDC foi registrado pelo marcador na posicao
5 da cadeia acila; a TTC afetou mais o marcador na posigdo 7, enguanto a BZC afetou menos, €
sem definigio de posigéo, os diferentes marcadores. Numa ordem crescente quanto ao efeito
maximo sentido pelas membranas com o marcador 5-MeSL tivemos: BZC<TTC<LDC. O grande
efeito desorganizador observado com a LDC ndo se deve a sua hidrofobicidade, mas
provavelmente a restrigoes estéricas, ja que a molécula possui substituintes volumosos (orto-
metila) que estariam levando a uma menor compactagdo da membrana coniendo LDC. Mas, ao
compararmos o efeilo para uma mesma razdo molar AL:EPC (1:3) na membrana, observamos



gque a TTC, que é uma molécula menos volumosa € mais hidrofobica, provoca efeito maior. O
perfil do efeito desorganizador na razéo 1:3, medido pelo marcador 5-MeSL., é BZC<LDC<TTC.

Essa diferenca entre o efeito para uma mesma conceniragao de AL e o efeifc maximo
reflete a particBo ndo ideal da TTC, cuja baixa solubilidade aguosa a limita de atingir razdes
molares maiores na membrana e, consequentemente, determina um falso efeito maximo e
saturagdo da membrana. A LDC, um pouco mais solavel atinge razdes maiores na membrana,
justificando seu maior efeito.

Medidas de Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (‘H-RMN) com vesiculas
pequenas, fomeceram resultados concordantes com os de RPE. Observamos um alargamento
dos sinais dos protons dos AL guando em membrana, refletindo uma menor mobilidade destes ao
deixarem o meio aquoso. Experimentos de tempo de relaxagéo iongitudinal (T,) fomeceram
informagdes quanto a localizagio dos Al na membrana de EPC, que também pbde ser analisada
por medidas de Efeito Nuclear Overhauser bidimensional (2D-NOE). A relaxacgdo longitudinal
mostrou que alguns protons da porgdo mais polar da EPC sofreram alterago ao interagir com a
BZC e a LDC. Com os experimentos de 2D-NOE, pudemos também medir “cross-peaks’
intermoleculares que confirmam a hipdtese de localizagio superficial da BZC e da LDC. Nem as
medidas de T,, nem as de 2D-NOE determinaram interagdo especifica da TTC com a cabega
polar da EPC. A molécula da TTC desprotonada interage com regifes mais profundas da
bicamada lipidica (Boulanger et al., 1981), o que foi evidenciado pela maior alteragdo na regido
monitorada pelo 7-MeSL. (RPE).

Os resultados aqui apresentados comprovam a importdncia da hidrofobicidade e de
pardmetros estéricos dos AL na determinagdo de seu efeito em membranas. A relevancia da
hidrofobicidade justifica o estudo preferencial da forma neutra dos AL enquanto os resuitados
referentes a efeitos estéricos abrem a perspectiva de interpretacio do mecanismo de anestesia
com vistas a localizag&o dos AL no interior da bicamada, talvez moduiando o acesso ao sitio de
acio no canal de Na' das membranas excitéveis.
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ABSTRACT

Among the theories for the mechanism of action of local anesthetics (LA) we can highlight
those explaining LA effects upon the sodium channel protein and those which focus on the effects
of LA interaction with the lipid membrane phase. Once a direct correlation among LA
hydrophobicity (measured by the partition coefficient) and its clinical potency exists, it is natural to
believe that the mechanism of action of LA goes by an inferaction with the lipid bilayer. The
neutral form of the anesthetics fits better this interpretation because they are more hydrophobic
than the protonated (charged) species.

When choosing the anesthetics for this work, Benzocaine (BZC, an ester) got our attention
because it is always uncharged around the physiologic pH. To compare BZC with other
anesthetics, we chose Lidocaine (LDC, an amino-amide) and Tetracaine (an amino-ester) which
have been previously studied in our laboratory (de Paula & Schreier, 1995) and possess an
ionizable amine around pH 7.4. All the experiments with LDC and TTC were conducted in pH 10.5
where they were totally uncharged. The anesthetics’ hydrophobicity follows the order: LDC <BZC
<TTC.

Initially we have made a physical-chemical characterization of Benzocaine. We measured
its absorption properties and intrinsic fluorescence in the UV region. BZC's solubility and partition
coefficient between membrane and water were determined using different methods. These tests
allowed us to follow and to quantify BZC in the subsequent studies.

To verify the interaction of BZC with membranes, we used erythrocytes and egg
phosphatidylcholine (EPC) liposomes as model membranes. Hemolytic tests were used to
measure the interaction of BZC with erythrocytes and to compare its effect to those caused by
LDC and TTC. We detected a straight correlation between the hernolytic effect and LA
hydrophobicity. Fluorescence measurements, using liposomes of different sizes, registered BZC
interaction with large and small lipid vesicles.

In large multilameliar vesicles we conducted electron paramagnetic resonance (EPR)
employing spin probes for various bilayer depths (5, 7, 12 and 16 MeSL). These probes were
useful to evidence that the lipid membrane is disorganized to different extents after addition of
each anesthetic. The major effect of LDC was detected with the probe in carbon 5 of the acyl
chain: TTC mostly affected the probe at position 7, while BZC showed less pronounced effect, with
no definition for any monitored position. In relation to the maximum disorganizing effect detected
with 5-MeSL., we have the profile: BZC <TTC <LDC. The great disorganizing effect caused by LDC
is probably due to steric hindrances of this molecule since it possesses voluminous orto-methyl
substituints that would determine less membrane packing, in the presence of LDC. To really
compare the effect of the three LA, we conducted this analysis to the same molar ratio LAEPC
(1:3) in the membrane. At this ratio TTC, a less voluminous and more hydrophobic molecule
provokes a larger effect. The effect in the 1:3 ratio, measured by the 5-MeSi. probe, is
BZC<LDC<TTC,
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The difference between the maximum effect and that for the same L A:EPC ratio in the
membrane is due to the non-ideal partition of TTC. Low solubility does not aliow TTC to reach a
good LA:EPC ratio inside the membrane, determining a “false” maximum effect and membrane
saturation. LDC, more solubie, reaches higher ratios and effects in the membrane.

With small unilamellar vesicles, we made measures of Proton Nuciear Magnetic
Resonance ('H-NMR). The obtained results are in good agreement with those obtained by EPR.
There is a broadening of the LA peaks when they are inside the membrane, reflecling the
decrease in mobility that these protons experience as they move into the bilayer. Longitudinal
relaxation time (T,) experiments supplied us with information about the LA location in the EPC
membrane, that could also be analyzed by measures of bidimensional Nuclear Overhauser Effect
(2D-NOE). The T, values showed changes in the polar head group protons of the lipid, whiie
interacting with BZC and LDC. With the 2D-NOE experiments, we could evidence some
intermolecular cross-peaks that confirm the hypothesis of a superficial location for BZC and LDC.
Neither the measures of T,, nor those of 2D-NOE determined specific interaction of TTC with the
polar head groups of EPC. The uncharged TTC rmolecule interacts at deeper regions of the lipid
bilayer (Boulanger ef al., 1981), which was also evidentiated from the largest effect observed by
EPR when the membrane was monitored by 7-MeSL.

The results here presented enhance the importance of hydrophobicity and steric
parameters in the determination of LA effects upon membranes. The importance of the
hydrophobic parameters justifies the preferential study of the LA neutral forms while the results
concerning steric effects open the perspective of interpreting the anesthesia mechanism in view of
specific LA location inside the membrane, possibly modulating its access to the site of action in
the Na” channel protein.

v



1) INTRODUGAOQ

1.1) Breve historico da anestesia

Os procedimentos cirirgicos ndo eram comuns antes de 1840. Além disso, a falta de
uma anestesia satisfatoria constitutia um grande obstaculo e a cirurgia era considerada o
altimo recurso meédico.

Alguns meios para tentar aliviar a dor cirirgica estavam disponiveis e ja vinham
sendo utilizados desde os tempos antigos (Gilman, 1991). Drogas como 0 alcool, haxixe e
derivados do ¢pio, administrados por via oral, proporcionavam algum alivio.

Embora as propriedades analgésicas tanto do Oxido nitroso quanto do éter dietilico
(anestésicos gerais) ja fossem conhecidas, esses farmacos ndo eram utilizados com
objetivos medicinais (Gilman, 1991). Os dentistas foram os mediadores na introdugao dessas
duas drogas como anestésicos, A primeira demonstragdo bem sucedida da eficicia da
anestesia com éter, foi realizada por William T.G. Morton, um dentista de Boston, em 1846.

Desde aquela época, novos farmacos anestésicos vem sendo desenvolvidos e
introduzidos na prética clinica, e os métodos para administraglo dessas drogas tem sido
aperfeicoados. Os novos fanmacos mostraram-se mais seguros para os pacientes, por néo
serem explosivos como o éter, por exemplo, e por permitir ministrar anestesia a pacientes
que apresentam comprometimento de fungdes dos sistemas cardiovascular, respiratorio e
sistema nervoso central.

O primeiro anestésico de agdo local a ser descoberto foi a cocaina, um alcaldide
contido em grandes guantidades (0,6 a 1,8 %) nas folhas da Erythroxylon coca, um arbusto
que cresce em grandes altitudes nas montanhas dos Andes. O alcaldide puro foi isolado pela
primeira vez em 1860 por Niemann, porém seu uso clinico foi iniciado realmente por dois
jovens médicos vienenses: Sigmund Freud e Karl Koller, em 1884 (Covino & Vassaio, 1985,
Vandarn, 1987).

Uma pesquisa para obtengio de substitutos sintéticos da cocaina foi iniciada em
1892, por Einhom, que resultou na sintese da Procaina, em 1905. A partir dai, novos
anestésicos locais foram sendo sintetizados e testados (Vandam, 1987). Atuaimente, hé a
tendéncia ac desenvelvimento de anestésicos do tipo amino-amida mais potentes, visto que
estes possuem um grau de toxicidade mais baixo que os amino-ésteres (Covino & Vassalo,
1985). Nos anos 90 tem se ressaltado a busca de estereoisémeros, como a S(-) Ropivacaina,
uma amino-amida (de Jong, 1894).



1.2} Tipos de anestésicos

Existem duas classes de anestésicos, usados de acordo com o tipo de intervencdo
cirargica; anestésicos gerais € anestésicos locais.

Os anestésicos gerais sdo drogas que agem a nivel das transmissdes sinapticas.
Eles podem ser administrados por diversas vias, porém a administragic por via intravenosa
ou por inalagao é preferida, porque a dose eficaz e o tempo de agdo sdo mais previsiveis
quando tais técnicas sio utilizadas.

No caso dos anestésicos locais (AL) sua agdo se da a nivel da condugdo do estimulo
nervoso, quando aplicados localmente sobre o tecido nervoso, em concentragbes elevadas.
Agem sobre os axoOnios em qualquer parte do sistema nervoso € em todo tipo de fibra
nervosa. Suas principais vias de administragdo sdo: anestesia epi e peridural, bloqueios de
piexos nervosos, alem da administragio local topica, em odontologia € em pequenas
incises.

1.3) Quimica e relagao estrutura-atividade dos anestésicos locais

Neste trabalho, iremos nos ater apenas ao estudo dos anestésicos locais.

Os AL sido moléculas com diferentes estruturas guimicas (amino-ésteres; amino-
carbamatos; amino-cetonas; amidas; aicoois; tio-ésteres; tio-éteres; tio-amidas; derivados de
uréia; ésteres fosforicos; poliéteres e aminas simples) que contém dominios hidrofilicos e
hidrofébicos separados por uma cadeia alquilica intermediaria (Covino & Vassalo, 1985
Courtney & Strichartz, 1987; Gupta, 1991).

O grupo hidrofilico é normalmente uma amina terciaria, podendo ser também uma
amina secundaria. O dominio hidrofdbico é um residuo aromatico. A ligagdo com o grupo
aromatico € do tipo éster ou amida, sendo que a natureza dessa ligagio determina algumas
das propriedades farmacologicas desses agentes como a metabolizagio e poténcia (ex:
ésteres sao mais potentes que amidas) (Courtney & Strichartz, 1987).

A hidrofobicidade da molécula anestésica geralmente esta relacionada a um aumento
em sua poténcia anestésica. Quanto maior a hidrofobicidade, menos AL é necessario para o
completo bloqueio da atividade fisiolégica e elétrica, que também dura mais tempo. O seu
potencial de toxicidade porem, ird aumentar (Covino & Vassalo, 1985; Courtney & Strichartz,
1987).



1.4) Mecanismo de agéo

Fisiologicamente, a excitagdo da membrana nervosa causa ativacdo da proteina
canal de sédio (Fig.1) que se abre, fazendo com que haja infiuxo de sbdio e por conseguinte
levando a uma despolarizacéo da membrana. Assim, ocorre o impulso nervoso (Fig.2) e o
sinal elétrico é transmitide ao longe do axdénio, unidirecionalmente.

Fig.1 Canal de Sodio. O canal de sédio de mamiferos compreende 3 subunidades, denominadas o, B e b, Uma
ponte dissulfeto liga o & Be, como mostrado na figura. Todas as 3 subunidades s&o glicosiladas e a subunidade o, pode ser
fosforilada na superficie citoplasmdtica (Garret & Grisham, 1995).

Por serem molécuias anfifilicas, os AL tem grande afinidade pela membrana celular.
Em membranas excitaveis, eles diminuem sua velocidade de despolarizagio com o aumento
da concentracio de AL, e agem inativando os canais de sédio, impedindo o influxo de ions
necessarios a despolarizacdo da membrana {Covino & Vassalo, 1985).

Dentre aigumas teorias propostas para explicar os mecanismos de agio dos AL,
podemos destacar:

i} Os AL interagiriam com a proteina canal de sédio se ligando a um sitio especifico
da proteina canal de sddio, alterando sua conformacdo e fechandc o canal (Strichartz &
Ritchie, 1987).

ii) Na teoria conhecida como hip6tese do lipidio leva-se em consideracio a interagio
do Al. com os lipidios da membrana. Isto acarretaria alteracfes das propriedades estruturais e
dinamicas da matriz lipidica (separacdo lateral de fases, aumento da fluidez), promovendo
mudangas conformacionais na proteina canal de sédio, causando sua inativacdo (Lee, 1976-
a).
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Fig.2 Potencial de agdo e permeabilidade idnica do Na’ e K' no axdnio. a) O aumento rapido no potencial de membrana de
-80mV para aproximadamente +30mV é descrito coma “despolarizacdo”. Esta despolarizacio é causada por b) um rapido
aumento na permeabilidade do Na'. Assim que a permeabilidade ao Na* diminuir, a permeabilidade ao K™ aumenia 2 o
potencial de membrana cai, muitas vezes abaixo do potencial de repouso - levando 2 um estado de “hiperpolarizagao™
seguido de um retomo lento ao potencial de repouso. (Adaptado de Garret & Grisham, 1995)

1.4.1) Interacdo dos anestésicos locals com a proteina canal de sédic

Dentro das duas teorias mais aceitas sobre o mecanismo de agfo dos AL, algumas
observacbes ja foram feitas, em favor da interago especifica Al-canal de Na'.
Primeiramente encontramos na literatura inumeras descricbes da interacdo dos AL com
proteinas membranares, como: calmodulina, canais de potassio, receptores de acetiicoling,
ATP-ases microssomais e mitocondriais, citocromo oxidase, proteina G e proteina EnvZ que
age na transducdo de sinais por ativagio da porina (de Paula & Schreier, 1956).

Frazier e col. (1970) verificaram que analogos quaternarios de AL bloqueiam a
conducio nervosa quando aplicados internamente aos axdnios gigantes de lula perfundidos,
porém sdo reiativamente ineficazes quando aplicados externamente. Esses resultados
sugeriam que o sitio de interagdo dos anestésicos locais, pelo menos em sua forma ionizada,
seria acessivel apenas a partir da superficie interna da membrana (Frazier ef al, 1970;




Narahashi & Yamada, 1969). Assim, os AL aplicados extermnamente deveriam primeiro
atravessar a membrana em sua forma néo ionizada, antes de poder exercer a sua agao
blogueadora de canal na forma protonada (Strichartz & Ritchie, 1987).

Mais recentemente, Caterall e colaboradores, usando técnicas de biologia molecuiar,
conseguiram demonstrar a existéncia de um “sitio hidrofébico™ para AL desprotonados no
interior de uma alfa-hélice transmembranar da proteina canal de sodio. O acesso do AL até
este sitio seria feito pela difusdo do mesmo através da bicamada lipidica (Ragsdale ef al,
1994). Em outro estudo de 1996, 0 mesmo grupo observou a interagdo de AL, antiarritmicos e
anticonvulsivantes com sitios de ligaggo mutantes, no canal de sédio. Eles sugerem que
estas drogas interagem com um sitio comum, porém de uma maneira ndo idéntica (Ragsdale
et al., 1996).

A grande poténcia anestésica de compostos como a Benzocaina (BZC), que néo se
protonam em pH proximo ao fisiologico, causava controvérsia para a descrigdo de um sitio
tinico para os Al protonados. Além disso, a grande variedade estrutural de moléculas com
agio anestésica local fortalece a idéia de que deve existir mais de um sitio receptor ou
mecanismo de agdo para os AL (Strichartz, 1987).

1.4.2) Iinteracdo dos anestésicos locais com a fase lipidica membranar

Em 1978, Lee demonsirou gue a proteina canal de sodio necessita de lipidios
especificos, para sua atividade na membrana. Esses dados chamaram a aten¢io para a
importancia da interagio AL-lipidio pois, segundo esse autor, 0s AL alterariam a distribuigdo
dos lipidios na regido do anulo de ligagdo ("boundary”) com a proteina canal de sodio (Lee,
1976-a).

Um grande nimero de experimentos demostraram a interagio dos AL com lipidios,
através da observagdo de propriedades membranares como variagdo da temperatura de
transigdo de fases (Lee, 1976-b), segregagio lateral de fosfolipidios (Homby & Cullis,
1981), alteragdo da fluidez (Boutanger ef al., 1981; Bianconi et al., 1988), entre outros (de
Paula & Schreier, 1996). Esses estudos revelaram uma correlagdo direta entre a
hidrofobicidade, poténcia e duracio anestésica, atestando a importancia da interagio AL-fase
lipidica membranar.

Acreditamos que 0 mecanismo de agado dos AL envolve sua interagdo com um ou
mais sitios de ligagdo (especificos) dentro do canal de sédio. O acesso e a disponibilidade
(em quantidades suficientes) do AL a esse(s) sitio(s) seria(m) controlado(s) pela interacio do
anestésico com a fase lipidica membranar.



1.5) Estudos da inferagio dos anestésicos locais com membranas modeio

As bicamadas lipidicas tem sido amplamente usadas para o estudo do mecanismo de
agio e da toxicidade de AL. Como descrito, as teorias para o mecanismo de ag&o dos AL
atestam a importdncia da sua interagdo com a bicamada lipidica, pois quanto mais
hidrofébico, mais ativo e mais toxico o AL (Covino & Vassalo,1985).

E interessante entender a interagdo molecular AL/membrana, para que drogas mais
eficientes e menos toxicas possam ser desenvolvidas.

1.5.1) Membranas fosfolipidicas

Estes tipos de membrana podem fomecer informagbes detalhadas sobre a interagéo
de AL com constituintes especificos das membranas.

Entre outras estruturas possiveis, os fosfolipidios (a principal classe de lipidios das
membranas biologicas) podem organizar-se em bicamadas, como descrito no modeio do
mosaico fluido (Singer & Nicolson, 1972). Se forem depositados sobre uma superficie obtém-
se bicamadas planas, enguanto em suspensao formam-se 0s chamados lipossomas.

Os lipossomas sdo vesiculas uni ou multilamelares que possuem, respectivamente,
um ou mais compartimentos aquosos no seu interior, o que faz com que se assemelhem as
membranas naturais (Fig.3 - a,b). A simples agitagdo do fosfolipidio anidro em agua €
suficiente para formar muitibicamadas (MLV) com diametros de 1 a 10 um (Prasad, 1996).

Existern varios métodos de obtengdo de vesiculas unilameiares pequenas (SUV} e
grandes (LUV). Dentre eles a agitagio ultrassonica é o método mais usado para se converier
uma dispersdo de MLV em SUV com aproximadamente 20 a 50 nm de didmetro (Prasad,
1996). Ja 0 método de extrusdo sob pressio € bastante utilizado para se obter tanto vesiculas
unilamelares grandes quanto pequenas a partir de MLV (didmetro controlado pelo poro do
filtro) fornecendo uma populagéo de vesiculas bastante homogénea.

Estudos com lipossomas possibilitaram o entendimenio da estrutura e fungio
membranar. Alteracbes na transicdo de fase, permeabilidade, dindmica molecular
(movimentos transversais e laterais no plano da bicamada e movimentos intramoleculares
dos fosfolipidios), incorporacgéo de proteinas, resposta osmética a alteragio da fase aquosa,
efeito da variagdo da composigdo da membrana (fosfolipidios, colesterol) entre outros, vem
sendo estudados em lipossomas. Além do seu uso como modelo de membranas, 0s
lipossomas possuem um grande potencial como carreadores de drogas hidrofilicas, lipofilicas
e anfifilicas para uso clinico, entre elas os AL (Djordjevich et al, 1986, Gesztes & Mezei,
1988; Boogaerts ef al., 1995; Duncan & Wildsmith, 1995). Nesse caso, a administragao de
lipossomas diminui o grau de toxicidade e aumenta o tempo de liberagdo da droga,
prolongando a duragéo do efeito e diminuindo a necessidade de vérias administragbes ao dia.
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Fig.3 Representagéo esquemdtica de fipossomas . a) lipossoma multiamelar; b) lipossoma unitamelar {Haller, 1989).

1.5.2) Membranas bioldgicas

Dentre as membranas biolégicas, a mais conhecida e estudada € a membrana de
eritrocito, que é de facil obtengdo e pode ser manipulada sem a interferéncia de outros
componentes celulares. Eritrécitos compdem um modelo muito interessante para o estudo da
estrutura e fungio de membranas biclogicas (Warren, 1987) pois sua composigao lipidica se
assemelha & de axénios de lula (Camejo et al., 1969) um modelo de membrana biologica
bastante apropriado, pois contém canais idnicos, incluindo o canal de Na’ eletricamente
responsivo.

A interagdo de moléculas com membranas eritrocitarias tem sido avaliada pelo efeito
hemolitico. O efeito hemolitico induzido por substancias quimicas tem, na maioria das vezes,
um carater bifasico, i.e., protetor ou indutor da lise, dependendo da concentragdo do agente
quimico. Roth & Seeman (1972) descreveram o efeito bifasico de 44 diferentes compostos
quimicos, entre eles 0s neurolépticos fenotiazinicos, anestésicos locais, antiinflamatorios e
alcoois. Varios tensoativos, como os detergentes da série Triton (Trigner & Csordas, 1987) e
Renex (Meirelles ef al., 1898} bemn como o composto endoégeno bilimubina (Brites et al., 1997)
interagem com o eritrocito de modo bifasico.




A interagdo de AL e trangiiilizantes com membranas eritrocitarias, foi descrita por
Seeman (1966) que encontrou um efeito bifasico, concentragdo dependente, na hemdlise
eritrocitaria induzida por dibucaina, tetracaina, lidocaina e procaina (PRC). Acredita-se que a
interagéo do AL é do tipo ndo especifica, com proteinas e lipidios da membrana. A protegio
contra hemolise refletiria a partigio do AL na membrana, aumentando a resisténcia mecanica
desta. Ja a lise eritrocitdria, observada em concentragbes mais elevadas de AL, ocomeria
apés a saturagdo da membrana com o anestésico (Meirelles ef af.,, 1994).

Outra abordagem da interagio quimica com eritrécitos inclui a medida do estresse
oxidativo induzido pela trifluoperazina em eritrocito (Ruggiero, 1994) e a solubilizacfio de
proteinas membranares por detergentes (Wong ef al., 1987).

A membrana eritrocitaria isolada (ghosts) constitui um outro modelo interessante, por
permitir estudar a interagdo de anfifilicos com os componentes da membrana, sem
interferéncia do conteddo celular. Além disso, pode-se encapsular sondas (fluorescentes,
corantes, marcadores de spin) e re-selar os ghosts, num modelo que permite avaliar a
integridade da membrana, transporte e difusdo de drogas (Dodge, 1963).

1.6) Anestésicos locais escolhidos para estudo

Os AL escolhidos para este estudo foram a Benzocaina (éster), a Lidocaina (amino-
amida) e a Tetracaina (amino-éster) pois sdo representantes potentes de diferentes familias
quimicas, 0 que permitiu a comparagdo de pardmetros estruturais importantes para a
anestesia (Fig.4).

Além disso a TTC € o AL cuja interagdo com membrana é melhor conhecida e
estudada. Os classicos trabalhos de Boulanger ef al. (1980, 1981) revelaram detalhes da
localizag&o das formas neutra e protonada da TTC em vesiculas lipidicas. Estas talvez sejam
as referéncias mais citadas na literatura especializada quando se trata de mecanismos
moleculares que determinam a inser¢do do AL nas membranas. A LDC se destaca pela
grande perturbagao que causa na organizagdo das membranas (de Paula, 1993; de Paula &
Schreier, 1995) apesar de sua baixa hidrofobicidade.

Ja a Benzocaina é um interessante modelo para o estude da forma neutra dos AL.
Seu unico grupamento ionizadvel é uma amina ligada ao anel benzéico cujo pKa é 2,5, e
portanto ela ndo se protona em pH proximo ao fisiolégico. A Tetracaina e a Lidocaina
possuem um grupamento amina com pKa=85 e 7.8 respectivamente (Covino, 1986;
Wildsmith ef al, 1987) contando com ambas as formas, neutra e protonada, em pH
fisiologico. Essa propriedade € interessante se considerarmos que a forma neutra dos AL é a
gque mais contribui na interagdo com a bicamada lipidica, apresentando coeficiente de
particdo maior que o da forma protonada (Boulanger et al., 1980 e 1981).
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Fig. 4 Estrutura quimica dos anestésicos locais: BZC, LDC e TTC,

1.6.1) Benzocaina

A BZC foi sintetizada por Ritsert em 1890 (Covino & Vassalo, 1985). Devido a sua
pouca solubilidade em agua, que limita 2 sua administragio parenteral, este composto
permaneceu esquecido por muitos anos. Finalmente a BZC foi reconhecida como anestésico
tépico eficaz, assim como a LDC, permanecendo atualmente como uma droga de grande uso
em anestesia topica (Covino & Vassalo, 1985; Strichartz & Ritchie, 1987).

Ela apresenta atividade gquimioluminescente (Zhang ef al, 1995) e, em relacao a
ligag8o éster, tem boa estabilidade quimica (Strichariz ef al, 1990) em comparagdo com
outros AL do tipo éster.

A sua metabolizagio hepética parece envolver a interagdo com o citocromo Pysg € 0
primeiro passo seria a N-hidroxilagdo do grupo amino-benzoato. OQutro provavel passo
metabdlico seria a hidrélise a &cido p-amino benzdico (PABA) e etanol, ainda ndo
comprovada (de Jong, 1994). Segundo Guertler & Pearce {1994) o PABA formado é
matabolizado a acido amino hipdrico e que a BZC € metabolizada a anilina, que enifo &
transformada a fenii hidroxilamina e nitroso benzeno. Ambos sao compostos formadores de
metahemoglobina (Guertler & Pearce, 1994).




Eventos celulares, como a inibigao ac aumento dos niveis de Ca”* intracitoplasmatico
(Li et al., 1995) e fisioldgicos, como a alterag@o da curva de resposta (para pressfes mais
altas) dos barorreceplores (Andresen ef al., 1994) temn sido associados ao uso da BZC, O
maior efeifo indesejavel, porém, estd relacionado ao aumentc dos niveis de
metahemoglobina, induzidos pela BZC em varias espécies (Guertler & Pearce, 1994; Marlin
et al., 1995; Ellis et al, 1995) e que deve decorrer da sua semethanga estrutural com drogas
indutoras de Meta-Hb como a p-amino propiofenona (PAPP), que possui uma carbonila no
lugar da carboxila da ligago éster, sendo portanto uma cetona {Martin ef al., 1995).

1.6.2) Lidocaina

Até meados do seéculo XX, a maioria dos compostos sintetizados com agdo anestésica
local, era de derivados do acido benzdico, como a tetracaina e a clorprocaina. Uma grande
desvantagem de drogas deste grupo quimico é o seu potencial alergénico. Em 1943 porém, a
sintese da LDC por Lofgren revelou-se uma grande descoberta quimica. Por ser uma amino-
amida, a LDC ndo apresenta as reagdes de sensibilizagdo caracteristicas dos ésteres
derivados do acido p-amino benzdico. Além disso, ela possui efeito com inicio imediato e
duragido da ago moderada. Ela € rapidamente absorvida no trato gastro-intestinal, nas
membranas mucosas e apos injecio intramuscular. Sua biodisponibilidade cral € baixa
devido ao metabolismo de primeira passagem. Ela é metabolizada principalmente no figado,
geraimente por N-desalquilagio, e seus metabdlitos sdo farmacologicamente ativos (Rang &
Dale, 1993).

A adi¢do de metilas em posigdo orto no seu anel aromatico contribui bastante para a
hidrofobicidade desta parte da molécula. Porém, estas metilas restringem a orientagéo do
oxigénio da carboniia na ligagdo amida, a uma direcdo perpendicular ao plano do anel. isto
pode gerar um impedimento estérico para uma aproximagdo do anel a um sitic de ligagéo
lipofilico, um efeito que pode ser de consideravel importancia devido 4 poténcia relativa das
amidas, i.e., inferior a dos ésteres (Courtney & Strichartz, 1987).

A LDC também ¢ usada no tratamento de taquiarritmias ventriculares, especialmente
as associadas com infarto do miocardio (Martindale, 1993; de Jong, 1994). Embora ela seja
eficaz quando utilizada sem quaiquer vasoconstrictor, na presenga de epinefrina sua
velocidade de absorgdo e toxicidade sdo reduzidas e a duragdo da anestesia € prolongada
(Rang & Dale, 1993). Aiém disso ela age como desacoplador da cadeia respiratoria e
fosforilagBo oxidativa em mitocdndrias de cérebro (de Jong, 1984).
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1.6.3) Tetracaina

A TTC é um AL do tipe amino-éster, derivado do acido benzbico, e foi sintetizada
pela primeira vez em 1830, por substituicho do residuo para-aming, pelo grupamento butil-
amino, e diminuigdo da cadeia alquil-amina da Procaina. Estas modificagbes simples levaram
a um AL compietamente diferente, que é cerca de 10 vezes mais hidrofobico, potente e
toxico que a PRC. A hidrélise do grupamento éster da TTC é quatro vezes menor que a da
PRC. Seus efeitos s&o de duragio prolongada e ai reside uma de suas vantagens (de Jong,
1994). A TTC porém, tem alta toxicidade sistémica (Martindale, 1983).

Por possuir uma estrutura cilindrica e ser bastante hidrofobica, a TTC se insere
facilmente nas membranas. Ela penetra profundamente e desorganiza bastante a bicamada
(de Paula, 1983; de Paula & Schreier, 1995) em relagdo a outros AL do tipo amino-amida e
amino-éster. Na verdade, a localizagdo da forma neutra da TTC é mais profunda que a da
sua forma protonada (Boulanger ef al., 1981). A forma protenada da TTC forma micelas em
agua numa cmc de 60 & 70 mM (de Paula & Schreier, 1986).

A TTC é hidrolisada, por esterases do plasma, a acido para-amino-benzéico e outros
metabolitos e é excretada pelo figado. Ela é bastante empregada em anestesia superficial e
espinhal (Martindaie, 1993).
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2) OBJETIVOS

Nosso principal objetivo foi comparar o efeito dos anestésicos locais benzocaina,
lidocaina e tetracaina na organizagdo de membranas fosfolipidicas. Através do uso de
técnicas espectroscopicas como RPE, 'H-RMN e fluorescéncia, estudamos a interacéo
desses AL com membranas modelo, procurando determinar a possivel localizagio da BZC
(do tipo éster) e comparar com dados da lidocaina (amino-amida) e da tetracaina (amino-
éster) desprotonadas nas bicamadas, além de monitorar mudangas nas propriedades
estruturais e dindmicas das membranas, provocadas pela inser¢do dos mesmos. Para isto,
usamos marcadores de spin (RPE) e analisamos os deslocamentos guimicos, tempo de
refaxag@o longitudinal e efeito nuclear Overhauser por 'H RMN.

Determinar as propriedades fisico-quimica da BZC e compara-las com as da LDC e
da TTC, ja descritas anteriormente (de Paula & Schreier, 1995).

Medidas complementares de hemdlise auxiliaram na interpretagio da interagiio
desses AL com membranas eritrocitarias. Buscamos assim obter uma relagcdo entre
membranas bioldgicas e lipossomas de diferentes tipos.

Finalmente procuramos correlacionar os parametros medidos com caracteristicas
fisico-quirnicas desses trés AL numa tentativa de entender melhor o mecanismo de anestesia
através da relagao estrutura-funcio.

12



3) MATERIAIS E METODOS

3.1) Fundamentagdo tedrica das técnicas de ressonéncia

3.1.1) Ressonéncia paramagnética eletrbnica

A ressonancia paramagnética eletronica (RPE) € uma técnica espectroscdpica gue
opera na regido de microondas (GHz) e detecta transigdes de estados de spin eletrdnicos. A
energia correspondente a essas transigbes € da ordem de grandeza daquela envolvida em
movimentos translacionais, rotacionais e segmentares das moléculas, o que permite a analise
desses movimentos através dos espectros obtidos. A RPE delecta compostos com um ou
mais elétrons desemparelhados (moléculas paramagnéticas). Essas moléculas, quando
submetidas a um campo magnético, orientam-se segundo seus momentos magnéticos de
spin. Quando se aplica uma onda eletromagnética ressonante com a precessdo do spin
eletrdnico, ocomre absorgdo de energia e transicdo do estado de spin. A ressonancia
paramagnética eletronica pode ser discutida como:

h.v = g.p.H m

onde: h=constante de Planck; v=frequéncia da radiagio incidente; g=fator caracteristico do
elétron ;B=magneton de Bohr ; H=campo magnético externo.

A absorgéo é registrada no espectro de RPE como a primeira derivada das bandas de
absorg¢do de energia da amostra (Schreier ef al., 1978, Warren, 1987). Apés algum tempo ha
relaxacao e retomo ao estado de spin original.

As moléculas paramagnéticas ndo tao frequentes em sistemas biologicos. Para o
estudo de sistemas diamagnéticos, a técnica do marcador de spin veio solucionar esse
problema (Hubbel & McConnell, 1976; Warren, 1987). Através do uso de um marcador
paramagnético estavel, é possivel obter informagbes de carater estrutural e da mobilidade
(tempo de correlagdo rotacional) do sistema no gual a sonda esta inserida. Em particular nas
membranas a técnica do marcador de spin trouxe enorme contribuicdo (Hubbel & McConnell,
1976).

O marcador de spin mais utilizado € o radical nitroxido, por ser estavel em amplas
faixas de temperatura e pH. Esta molécula, ao se intercalar na membrana, tende a se orientar
preferencialmente. Os marcadores do tipo acido doxil estearico orientam-se com o €ixo z
aproximadamente paralelo ao eixo normal da bicamada (Warren, 1987).

A partir de espectros de RPE, é possivel calcular o parametro de ordem (S) que é
uma medida da anisotropia do ambiente em gque se encontram as moiéculas do marcador de
spin. O espectro desses marcadores apresenta parametros que refletem as orientagbes nos
eixos x, y (extremos intemos) e z (extremos externos) que sdo usados para a determinagao
de S (Fig.5-a). O pardmetro de ordem ¢ uma medida da orientagdo da moiécula em relagdo
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ao eixo diretor {(normal a bicamada) e varia de 0, em sistermas isotrépicos, até 1, para uma
molécula perfeitamente orientada (Jost et al, 1971). S reflete a amplitude angular do

movimento anisotropico da molécula e pode ser obtide experimentalmente por:

S Alf-AL @
- Azz—[(Axx+Ayy)12]

onde: A// e AL s@o medidos diretamente no espectro de RPE (Fig.5). Azz, Axx e Ayy 580
os principais tenscres hiperfinos, medidos em baixa temperatura, e tem o0s valores
constantes de 32, 6 e 6, respectivamente (Schreier ef al., 1978).

Se o grau de ordem na membrana € pequeno, 0s extremos externos do espectro néo
s&c resolvidos e 0 parametro de ordem n&o pode ser medido diretamente. Este é o caso dos
metil estearatos, que nac interagem fortemente com a interface aquosa da membrana
{Schreier ef al, 1984; Frezzatti ef al, 1986) por nic possuirem um grupamento camregado
para ancorar-se ao nivel da cabega polar dos lipidios. Pela falta de uma forte interagio, o
espectro mostra um baixo grau de anisotropia, o que impede tanto a medida do pardmetro de
ordem, como o cdlculo preciso do tempo de correiacio rotacional da molécula, empregando a
teoria desenvolvida para sistemnas isotropicos {Schreier ef al, 1984). Neste caso pode-se usar
o pardmetro empirico (h,4/hg) isto é, a razdo das alturas dos picos de campo baixo (h.,) e
meédio (hg), como uma medida do grau de organizagdo da membrana (Fig.5-b),
compreendendo com issc efeitos de ordem e mobilidade das moléculas na bicamada
(Schreier ef al, 1978). Quanto mais anisofropico o movimente do marcador na membrana,
mais alargadas as linhas espectrais e maior a diferenga entre o5 picos de campo baixo (h.) e
médio (hy), enquanto uma menor organizagdo da membrana é acompanhada por razbes
h.ifhg menores. Neste caso, o efeito desorganizador pode ser expresso como uma
porcentagem da razio h./hyinicial, de acordo com:

Efeito = (h i 1h0) amostra — (h +}rf, ) controle

- x100 3)
(h +/1’h0) controle
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Fig. 5 Espectro de RPE do marcador a) 5-SASL em vesiculas multilamelares de EPC (5 mM) na presenca de
BZC (8 mM) e by 5-MeSL em vesiculas de EPC (10 mM) na presenca de BZC (S mM).

3.1.2) Ressondncia magnética nuclear

A ressonéncia magnética nuclear (RMN) é basicamente outro método de absorgio
espectrométrica, como a espectrofotometria de UV, RPE e infravermetho. Sob condigfes
apropriadas, em um campo magnético, as transigbes nucleares de uma dada amostra podem
ser registradas pela absorgdo de radiagio eletromagnética na faixa de radiofrequéncia (MHz)
de acordo com:

hov = pH @

onde: u =momento magnético nuclear; h, v e H estdo descritos na equagéo 1.

Numa mesma molecula, ha valores de p diferentes para cada nicleo, 0 que permite a
observacdo de espectros de RMN de diferentes nicleos ('H, '°C, N, *'P, etc) com numero
atdmico ou de massa impar ( p$ 0).

Nos espectrometros de RMN, todos os nuacleos sdo irradiados simuttaneamente e o
decaimento do sinal de absorgio (free induction decay - FiD) é registrado e armazenadoc no
espectrdmetro. Em seguida os sinais digitais sdo transformados para o dominio da
freqiiéncia, utilizando-se a transformada de Fourier. Nisto se constitui o espectro de RMN, em
gue os picos de absorcio sdo decompostos (de um dominio de tempo) e mostrados num
grafico de fregliéncia vs intensidade dos picos (Derome, 1987).

A ocoméncia de sinais em diferentes valores de freqgiiéncia para um mesmo niicleo
{(por exemplo, 'H) é uma indicacdo de que o campo magnético experimentado por cada
nicieo numa mesma molécula, depende do ambiente quimico em que ele esta inserido (Gil &
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Geraldes, 1987). A diferenga na freqiiéncia de absorgdo de um nicleo em particular em
relagdo a um nucleo usado como referéncia é chamada de desjocamento quimico (Silverstein
et al., 1891).

Outras informagdes importantes num espectro de RWN s3o a constante de
acoplamento (J), que € o desdobramento de umn nicleo ou grupe de ndcleos em mais de um
pico devido a interagdo com o momento magneético de nicleos adjacentes, e o tempo de
relaxagdo nuclear, que € a medida do tempo que o nicleo demora para retornar de seu
estado excitado (Derome, 1987; Silverstein et al., 1991).

A constante de tempo T, na espectroscopia de RMN é conhecida como tempo de
relaxacao longitudinal ou spin-rede. T, mede o tempo da molécula no estado excitado e &€ um
pardmetro bastante importante no estudo de amostras solidas e sistemas de membranas
lipidicas, onde a interagdo dos momentos magnéticos com a rede de spins & significativa.

Podem existir diferentes valores de T, em uma mesma molécula devido aos nicleos
experimentarem ambientes diferentes. Como membranas lipidicas sfo sistemas bastante
anisotrépicos os valores de T, s@o bem diferentes. Medidas de Ty de fosfolipidios foram
obtidas por RMN de deutério (de Paula, 1993), carbono 13 (Godici & Landsberger, 1974;
Ellena et al., 1988) e préton (Kuroda & Kitamura, 1984).

Outra caracteristica interessante nas medidas de RMN é o Efeito Nuclear Overhauser
(NOE). Quando saturamos ¢ sinal de absorgdc de energia, os nicleos que interagem
espacialmente com © spin nuclear saturado sofrerdo alteragfes de intensidade, proporcionais
a sua proximidade do pico saturado. (Gil & Geraldes, 1987),

O efeito Nuclear Overhauser, aplicado a “sdlidos™ (como podemos classificar
proteinas e sistemas macromoleculares como as membranas lipidicas) utiliza o principio da
relaxagdo dos spins nucleares. Assim, num sistema razoavelmenle estatico, em que 0s
movimentos das moléculas sejam longos (> 10° s), predominam 0S5 mecanismos de
relaxag8o entre o spin nuclear irradiado e a rede de moléculas ao seu redor (Kalkk &
Berendsen, 1976; Wagner & Wiitrich, 1979; Dobson ef al,, 1982; Gil & Geraldes, 1987). Em
outras palavras, a perturbagdo de um spin, produzida em um nicleo pode ser dissipada
através da amostra devido a existéncia de uma forte interacdo dipolar entre os nicleos; isso
ocore somente se os ndcleos estiverem relativamente proximos entre si (proximidade
espacial). A relaxag8o da polarizagio do spin € capaz de indicar a proximidade espacial entre
nucleos de uma mesma molécula e entre moléculas vizinhas (ex.: AL e lipidio, na bicamada),
desde que ndo se exponham os prétons a tempos de contato muito longos, a fim de evitar a
difusdo inespecifica (NOE de equilibrio). Assim, empregam-se técnicas de pulso para
observagio de NOE transientes, variando o tempo de espera (*mixing”) entre o pulso de pré-
irradiagdo e o pulso ndo seletive e obtém-se NOE negativos tempo dependentes, entre
nucleos proximos espacialmente em até 5 A (Wagner & Wiitrich, 1979; Kuroda & Kitamura,
1984; Kuroda & Fujiwara, 1987; Wakita, 1992; Baber et af., 1985).

O efeito nuclear Overhauser consiste na variagio da intensidade do sinal de
absorgdo de um spin nuclear (0} produzida quando o sinal de absorgio de outro spin (s) que

16



interage com o primeiro através de um processo de relaxagdc dipolar, é saturado (Gil &
Geraldes, 1987). Considerando um sisterna de dois spins ndo eguvalentes (o e s} com spin
i=1/2, o NOE de o em relagéo a s, é dado por:

no () = (Mo° - M)/ M, (5)

onde: M, e M, s3o as magnetiza¢es de equilibrio do nicleo 0, na auséncia e na presencga de

saturagdo de 5. O NOE reflete a proximidade entre 0s dois néicleos.

0 (8) = Poc / 2R, ©)

pois P.. , @ velocidade de relaxagéo dipolar direta entre o e s, depende de r® (0s), isto é, da

sexta poténcia da distincia entre esses dois nucleos. R, é a velocidade de relaxagio total do
nucleo. Assim, os experimentos de NOE fomecem informagdes sobre a geometria da
molécula ou proximidade intermolecular, no caso de o € s pertencerem a moléculas vizinhas
(Gil & Geraldes, 1987).

3.2) Anestésicos locais utilizados

Os anestésicos locais Benzocaina, Lidocaina e Tetracaina foram escolhidos por
serem de diferentes familias quimicas, o que permitiu um melhor entendimento da relago
estrutura-atividade desses compostos. Eles foram obtidos de indistrias farmacéuticas e
usados sem prévio tratamento, conforme segue:

AL indastria farmacéutica
Benzocaina Hoeschst Marion Roussel S.A.
Lidocaina Apsen Quimica e Farmacéutica
Tetracaina Sigma Chem. Co.

A estrutura quimica dos anestésicos pode ser vista na Fig. 4.
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3.3) Preparo de membranas

3.3.1) Preparo de lipossomas

A fosfatidilcolina de ovo (EPC) utilizada foi obtida da Sigma Chemical Co. e
preparada por extragdo em solvente organico e separacido em coluna de alumina, de acordo
cormn o meétodo de Singleton e col. (1965).

3.3.1.1) Vesiculas multilamelares (MLV)

Este tipo de lipossoma foi preparado retirando-se aliquotas de lipidio de solugio
estoque 65 mM em cloroformio e evaporando-se sob fluxo de N,, seguida de vacuo por 2
horas a temperatura ambiente.

Apés secagem, adicionou-se o tampdo adequado e agitou-se em vortex por 5
minutos. A dispersdo assim preparada apresentou vesiculas multilamelares concéntricas de
fosfolipidio separadas por cavidades aquosas, que foram utilizadas para estudos de
espectroscopia de fluorescéncia, RPE e para o preparo de lipossomas unilamelares pequenos
(SUV) ou lipossomas unilamelares grandes (LUV). O didmetro deste tipo de vesicula &

normatmente maior que 1 pm (Prasad, 1996).

3.3.1.2) Vesiculas unilamelares (SUV ou LUV)

Para o preparo de lipossomas unilamelares a partir dos muitilamelares utilizamos umn
sonicador (Sonics & Materials Inc., modelo VC 50, fregiléncia 20 KHz, poténcia de 50 W) e
um extrusor da marca Lipex Biomembranes Inc.

As SUV obtidas por sonicagdo das MLV foram utilizadas em experimentos de RMN
de protons, ou em experimentos de fluorescéncia. As LUV obtidas por extrusédo das vesicuias
multilamelares, sob pressdo de N, foram utilizadas em experimentos de fluorescéncia. O
diametro meédio das vesiculas obtidas nestas condigbes € de 20 a 50 nm para SUV e 100 a
1000 nm para LUV (determinado de acordo com o tamanho do poro da membrana, no ¢aso
da extrusio) (Prasad, 1996).

A sonicacdo foi feita utilizando-se ciclos altemados (agitagdo/repouso) de 30 s,
durante aproximadamente 15-20 min., dependendo da concentragio da amostra. Esta foi
mantida em banho de gelo para se evitar oxidagdes da EPC durante o processo. O titanio
residual da sonicacdo foi eliminado por centrifugacdo (320xg/30 min.) com resina Chelex
(Sigma Chem.Co.).

A extrusdo foi realizada a temperatura ambiente, passando-se a amostra de vesiculas
multilamelares por membranas de tamanho variavel (100 e 450 nm). Foram feitas pelo
menos 10 passagens da amostra para que o tamanho das vesiculas obtidas fosse
homogéneo. Istoc foi verificade acompanhando-se o espalhamento de Juz em
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espectrofotdmetro a 350 nm até que este, apds uma fase de decréscimo, atingisse um valor
constante.

3.3.2) Preparo da suspensdo de eritrocitos

Utilizamos ratos Wistar isogénicos com idade de 90 dias, obtidos do Biotério Central
da UNICAMP, alimentados com ragdo padrdo, agua ad libidum, e submetidos a jejum 18
horas antes dos experimentos. A coleta de sangue foi feita por pungio cardiaca em solugio
anticoagulante Alsiver (citrato de sodie 0,027 M, NaCl 0,072 M, glicose 0,114 M e acido
citrico 2,6 mM). As amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10 min. a 700xg e o piasma,
células da série branca e gorduras foram removidos por aspiragdo. Os gldbulos vermelhos
foram ressuspendidos em PBS 5mM (fosfato de sddio 5 mM + NaCl 0,15M a pH 7,4) tampéo
de osmolaridade e pH fisiologicos, sendo novamente centrifugados nas mesmas condighes.
Apos trés repeticbes consecutivas desse processo obteve-se o concentrado de hemacias,
mantido sob refrigeragio (4 °C).

3.4) Estudo das propriedades fisico-quimicas da BZC

3.4.1) Caracterizacio optica e de fluorescéncia

Foram feitas amostras de BZC em tampédo PBS 5mM (pH 7,4) em diversas
concentracbes, a partir de uma solugBo estoque. Procederam-se a leituras no
espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU 70), varrendo o espectro de UV e do visivel.

Uma vez obtidas as absorbancias no comprimento de onda de méxima absorgao

(s utilizou-se a equacgdo de Lambert-Beer (5) para o calculo dos valores de  para nossas
condigbes experimentais:

s=A/b.c | @)

onde: A = absorbancia; ¢ = concentragdo (M);

b = espessura da cubeta (cm); £ = absortividade molar

Os experimentos de fluorescéncia foram feitos no espectrofluorimetro SPF-500 (SLM
Aminco). Para determinar a fluorescéncia intrinsica da BZC, as medidas foram feitas a
temperatura ambiente. O comprimento de onda de excitagéo foi 284nm (correspondente a

absorgio maxima obtida nos experimentos de espectrofotometria) e a emisséo foi observada

entre 320 e 430nm. As fendas usadas foram de 2,5nm. A concentragdo de BZC utilizada
(2x1 0° M) foi escothida por dar uma ieitura adequada em espectrofoiémetro.
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3.4.2) Solubilidade em tampao

As medidas de solubilidade da BZC foram feitas em pH 7.4, usando-se tampéao
fosfato 5mM isosmatico, i.e., contendo 0,154M de NaCl (PBS). Para a TTC e a LDC, medidas
anteriormente feitas em nosso laboratério foram conduzidas em tampao acetato 0,02M pH 5.0
e tampao carbonato 0,02M a pH 10,5.

Utilizamos solugdes de BZC com concentragdes crescentes em tampdo. As amostras
foram centrifugadas a 2200xg por 2 min. em aparetho Sorvall MC 12 V (Du Pont) e a
concentragdo de AL remanescente no sobrenadante foi determinada, por absorgéo em 284
nm. Um grafico da absorgéio vs a concentragio de AL mostrou a saturagio da fase aquosa,
indicando a solubilidade.

3.4.3) Estabilidade

Devido a susceptibilidade dos ésteres & hidrolise, testamos a estabilidade da BZC. A
absorgio Optica deste AL foi acompanhada em espectrofotdmetro entre 200 e 350 nm. As
medidas foram feitas a cada 10 min., por um periodo de 4 horas, a temperatura ambiente e
na presenga de uz.

3.4.4) Medidas do coeficiente de particio

3.4.4.1) Coeficiente de partic8o entre octanol e 4gua

Volumes iguais de n-octanol e tamp&o foram misturados em funil de separacio e
deixados em equilibrio durante a noite. As duas fases foram separadas por decantacdo.
Usamos aliquotas deste tarmpdo, previamente saturado com o n-octanol, para preparar
solugies de BZC em concentragbes adequadas a leitura no UV. Tais amostras foram
adicionadas ao n-octanol {também previamente saturado com o tampfo) misturadas em
vortex (5 min.) e centrifugadas (1000 xg / 5 min.).

A concentragdo de AL remanescente na fase aquosa foi determinada por absorgao no
UV (284 nm). Calculou-se a concentragdo de BZC no n-octano! pela diferenga enire a
concentragdo em agua e a concentragdo total na solugdo inicial (antes da adigio do n-
octanol). Conhecendo-se o volume das fases apolar (n-octanol} e polar (dgua), pudemaos
calcular o coeficiente de partigio (P) da BZC, conforme a equagio (8):



_nm/Vm

nal/Va @

onde s refere-se ao solute (no caso a BZC); n é 0 nimero de moles do soiuto e V é o volume
da fase; m e a correspondem a fase apolar {em nosso caso ¢ octanol) e polar (aguosa)
respectivamente. nm + na = nt {nimero de moles total do soluto).

3.4.4.2) Coelficienie de partic8o entre EPC e d4gua, delterminado por separagéo de fases

Vesiculas multilamelares (MLV) de EPC foram preparadas como descrito
anteriormente. Aliquotas de solugéo estoque 1 mM de BZC em tampéao PBS (pH 7,4) foram
adicionadas a suspens#o de vesiculas, de modo a ter uma leitura adequada a 284 nm (4x10°
M). Ap6s ultracentrifugagio (120.000xg por 2h) determinou-se a concentracio de anestésico
no sobrenadante. A concentracdo de BZC na membrana foi obtida pela diferenca entre a
concentragdo em agua e a concentragdo inicial em vesicula. Conhecendo-se 0s volumes da
fase aquosa e lipidica, o coeficiente de partigBo (P) foi calculado conforme a equagio (8). O
volume da fase lipidica (Va) foi calculado assumindo-se uma densidade de 1g/mlL para a
EPC {Lissi ef al,, 1990).

34.4.3) Coeficiente _de parlicBo _entre EPC e é&qua, deferminadc por ressenancia
paramagnética eletronica

Utilizando a metodologia descrita por Lissi ef al. (1980) fizemos a determinagio do
coeficiente de particio da BZC entre vesiculas de EPC e agua, por medidas de RPE, usando
o marcador 5-MeSL. Nesta abordagem, foram feitas varias curvas do efeito desorganizador
(Ah.4/hg) provocado pela BZC, variando a concentragdo de membrana (4, 6, 8 e 10 mM). A
concentragéo de BZC variou de 0 a 31 mM.

A partir das curvas de efeito vs nuamero total de moles do soluto, para diferentes
concentragbes de membrana (transformados para volume), & possivel tragar uma reta, com o
nuimero total de moles necessarios para causar um mesmo efeito. O calculo do coeficiente de
particao é entdo determinado pela razdc inclinagio/intercepto da reta obtida (Lissi ef al,
1990; de Paula & Schreier, 1895).

Em ouira abordagem também descrita anteriomente (de Paula & Schreier, 1995)
usamos curvas hiperbodlicas do efeito desorganizador, obtidas com uma Gnica concentragio
de membrana e gquantidades crescentes de AL para determinar a concentragdo de AL (nt)
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para saturagdo da membrana (efeito maximo). Como nt=na + nm, usando a equagio 8 e
admitindo que na saturagdo da membrana, o niumero de moles de AL em agua (na) é igual a
solubilidade aquosa do AL (Sw) determinamos P solubilidade, que é o coeficiente de partigio
decorrente da saturagdo da membrana, derivada da solubilidade do soluto.

3.5) Interagdo dos anestésicos locais com membranas

3.5.1) Medidas de fluorescéncia da BZC na presencga de EPC

Foram realizadas medidas de fluorescéncia com a BZC (2,5x10° M) em tampao PBS
5mM (pH 7.4) na presencga de 10" M de SUV {com diametro aproximado de 20 a 50 nm),
LUV (com didmetro de 450 nm) e lipossomas multilamelares. As amostras foram excitadas no
comprimento de absorgdo maxima da BZC (284 nm) e o espectro de emissdo foi lido entre
320 e 430 nm.

Os resultados obtidos (intensidade de fluorescéncia e ~max. de emissao) foram
usados para comparagdo qualitativa de diferentes tamanhos de vesiculas no estudo da
interacéo da BZC com bicamadas.

3.5.2) Testes de hemnglise induzida pela BZC

O ensaio hemolitico consistiu na adigdo de concentragdes crescentes de BZC (4 a 25
mM) a uma suspensado de hemacias 5% (100 ul de uma suspensio de hemacias 50% viv)
com obtencdo de solugdes com um volume final de 1 mL. Realizou-se uma incubagio em
banho-maria de aproximadamente 40 minutos a 37 °C sob agitagdo suave e constante. Em
seguida as amostras foram submetidas a centrifugagdo por dois minutos a 250xg e a
. absorbancia do sobrenadante foi lida a 540 nm para determinagio da hemoglobina livre em
solugdo. Foram realizadas 2 medidas em triplicata para cada concentracéo de BZC e para 0s
seguintes controles: Controle 1 (C1) = eritrécitos em PBS (controle de hemolise mecéanica) e
Controle 2 (C2) = eritrécitos em agua destilada (controle de hemdlise total). Devido as
dificuldades obtidas na solubilizagdo da BZC em agua, fez-se a sua dissolugdo em
DMSO/agua até 8,5 % v/v. Ao controle C1 foi adicionado volume de DMSO comrespondente
ao maior volume da solugdo-estoque de BZC usado no teste hemolitico.
O efeito hemolitico pode ser acompanhado medindo-se a concentragdc de
hemoglobina no sobrenadante de acordo com a formula (9):



A, -A

a [

A= —A. ©

[ c

onde A., Ac1 € Ay s80 respectivamente as absorbancias da amostra e dos controles Cq e Co

a 540 nm. Com os valores de Ag caiculados, uma curva de hemélise induzida pela BZC foi
construida (ver item 4.2.2) e a partir do tratamento dos resultados obtivemos os valores de
Elsp (concentragio de BZC capaz de induzir 50% de hemolise), da concentragdo maxima de
BZC que a membrana suporta sem que haja promogéo de hemolise (concentragio de
saturacdo da membrana) e da concentragio de BZC capaz de induzir hemédlise total.

3.5.3) Experimentos de ressonéncia paramagnética eletrénica

As medidas de RPE foram conduzidas em espectrofotdmetro Bruker ER-200,
operando em freqiéncia de 9 GHz (3,4 KG) pertencente ao laboratorio da Prof® Dr? Shirley
Schreier, do Instituto de Quimica da USP. Foram utilizadas celas chatas de quartzo para
amostras liquidas, com capacidade para 200 pl.. Os experimentos foram feitos a temperatura
ambiente.

Os marcadores de spin utilizados nos experimentos de RPE foram os ésteres
metilicos dos acidos §, 7, 12 e 16-doxil estedrico (5, 7, 12 e 16-MeSL) da Sigma Chemical
Co.(Fig.6). Algumas medidas foram feitas com ¢ marcador acido 5-doxil estedrico (5-SASL,
Sigma Chemical Co.)

0
7 -
CH; - (CHy)y (CH,),—C x=3 5-MeSL
e N x=5 7-MeSL
¢ O CH,
o \N_O x=10 12-MeSL
x=14 16-MeSL
x+y=15

Fig. & Estrutura dos marcadores de spin meti estearato (MeSL).

Medimos o efeito dos trés AL sobre o grau de organizagdo da membrana utilizando os
marcadores 5, 7, 12 e 16-MeSL, pela alteragio do pardmetro empirico h.q/hy . Este pardmetro
€ a razéo das alturas dos picos de campo baixo, h., e médio, h, (Fig.5-b) e é usado como
uma medida do grau de omanizacido da membrana, compreendendo com isso efeitos de

3



ordem e mobilidade das moléculas na bicamada - ver item 3.1.1 desla tese (Frezzatti ef al,
1986; Schreier ef al., 1984).

O efeito maximo dos AL estudados, em bicamadas de EPC multilamelares, péde ser
medido pela variagio (h.,/hy) da amostra em relagéo a um controic. sem anestésico (equagao
3).

A concentragdo de EPC utilizada foi de 8 mM e a coﬁcéntragéo de AL variou
conforme segue: BZC (0 2 31 mM), LDC (0 a 40 mM) e TTC (0 a 15 mM). As medidas foram
feitas com os AL na sua forma desprotonada em pH 7.4 (BZC) e 10,5 (LDC e TTC). Devido a
baixa solubilidade aquosa da BZC, usamos misturas de dimetilsulféoxido (DMSO) em agua
como soivente, nas proporgies maximas de 8,5% v/v. Foram feitos controles (brancos) para
se descartar o efeito do DMSO nas membranas de EPC estudadas. A solugdo estoque de
TTC foi preparada em agua para que a solubilidade desta aumentasse {maior proporgédo da
forma protonada, que é mais solivel).

Antes do uso do marcador MeSL, fizemos medidas com 5SASL para observar o grau
de ordem da membrana. O marcador foi utilizado numa proporgdo de 1 mol% e a
concentragdo de vesiculas foi de 5 mM. Para solubilizar a BZC foi preparada uma solugédo
estoque desta em etanol. Esta abordagem ndo mosirou-se satisfatdria, levando a substituigdo
do solvente por uma mistura DMSO:agua.

3.5.4) Experimentos de ressonéncia magnética nuclear de protons

ApoOs incorporagdo dos AL solidos as SUV (preparadas em tampéo carbonato
liofilizado 0,02M, pH 10,5 e ressuspenso e agua deuterada - Sigma Chemical e Co.) pbde-
se obter espectros de 'H RMN, ap6s as amostras serem submetidas a um fluxo de N,, para
desgaseificagio.

Foram feitos espectros da EPC, dos 3 AL e do sistema AL:EPC (1:3, mol:mol} para
comparagdo. A concentragcdo de EPC usada foi de 65 mM. As medidas foram realizadas num
espectrometro Varian Gemini 12000 300 MHz, pertencente ao Instituto de Quimica da
UNICAMP e num espectrometro Bruker DRX 500 MHz, pertencente ao instituto de Quimica
da USP. Algumas medidas foram realizadas pela Profa. Dra. Eneida de Paula, num
espectrometro Bruker 400 MHz, pertencente ao Istituto di Chimica Biologica, da Universita
Degli Studi di Parma, italia.

Medidas do tempe de relaxacio longitudinal, T,, foram feitas em condigdes similares,
porém a t = 30 °C. A sequéncia de pulsos empregada € a de recuperagao do sinal invertdo
(programa DOT, da Varian e T.ir da Bruker):

Tty ~ t4- W/ 2, - 1, - aquisicéo (10)
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As medidas de T, foram conduzidas em pares controle (SUV) e tratado (SUV + AL)
dada a instabilidade das vesiculas sonicadas a 30 °C, se deixadas de um dia para outro.

Também foram feitas medidas de 2D-NOE, através da seqiiéncia de pulsos ROESY,
da EPC na presencga dos trés anestésicos estudados. O ROESY consiste em NOE em duas
dimensdes com “rotating frame™ e € indicado para sistemas biocldgicos devido ao tempo de
aquisicio do espectro e de processamento dos resultados. Estas medidas foram feitas
usando-se 0s mesmos pardmetros de temperatura e concentrago das medidas de Ty A

sequéncia de pulsos utilizada nas medidas de ROESY {programa ROESYPRSH) € a
seguinte:

(preparagéo) 1 / 2 -- (evolug8o) «- n/ 2 -~ T, (mistura) -- 1/ 2 -~ t, (detecgio) (1

Esta sequéncia refere-se ao NOESY, sendo que no ROESY o efeito nuclear
Overhauser € causado pela relaxagdo medida no “rotating frame” T, (Derome, 1987).

Os espectros de 2D foram processados € manipulados usando o programa 2D-
WINNMR da Bruker, numa versio para PC ou na propria estagéo de trabalho {equipamento
de RMN).



4) RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente descrevemos resultados referentes a BZC, aqui caracterizada quanto a
propriedades fisico-quimicas e alguns pardmetros de interagdo com membrana. Numa
seqgunda etapa passamos a comparar 0s resultados obtidos com os trés AL estudados, pelas
técnicas de ressonancia eletrdnica e nuclear.

A necessidade do estudo de algumas caracteristicas fisico-quimicas da BZC veio da
intengio de observarmos seu comportamento em condigbes semelhantes as descritas
anteriormente para LDC e TTC. Além do mais, pudemos ajustar as medidas as nossas
condicbes experimentais.

4.1) Estudo das propriedades fisico-quimicas da BZC

4 .1.1) Caracterizacao Optica e de fluorescéncia

O espectro optico da BZC foi obtido, observando-se o comprimento de onda de
maxima absor¢ao em 284 nm (Fig.7).
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Fig.7 Espectro de absorg&o da BZC (Bx 10°°M) entre 200 & 400 nm, em pH 7,4.




Outros ésteres aromaticos, derivados do acido benzodico apresentam pico maximo de

absorgio nessa mesma regido, como a procaina e clorprocaina {290 nam para a forma

protonada e 287 nm para a forma neutra) e a tetracaina (310 nm para a forma protonada e

307 nm para a forma neutra) com coeficiente de absortividade molar, & na faixa de 15000-

25000 (de Paula & Schreier, 1995).

A Fig.8 mostra uma curva de calibragioe para a absorgo da BZC em 284 nm. O valor

obtido de = foi de: 15853 +0,00291 (Tabela 1).

Este valor de = foi calculado a partir da reta da Fig. 8, utilizando-se a média das

absorbancias obtidas em 8 experimentos feitos para determinacfio da solubilidade da BZC,

em concentragies inferiores a solubilidade.
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Fig.8 Deferminagdo do coeficiente de absorfividade molar da BZC a 284 nm, em tampdo PBSSmM, pH 74 e

temperatura ambiente.
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Conhecendo-se as semelhangas estruturais entre os anestésicos locais BZC e TTC,
determinamos as propriedades de fluorescéncia da BZC. Comgo ilustra a Fig. 8, a BZC

apresenta emisso maxima de fluorescéncia em 353 nm, quando em tampéo.

Fig.9 Espectro de emissfo da BZC entre 320nm a 430 nm. } excitagio = 284 nm. Solucdo de BZC 25 10°M

em PBS SmM pH 7,4 a temperatura ambiente. A emissdo max. = 353 nm.

4.1.2) Solubilidade em tampao (Sw)

A solubilidade do anestésico local BZC em tampao PBS 5 mM (pH 7,4) foi obtida pela
intersegdo das retas na Fig.10. A solubilidade determinada foi 4,4 x 10°M (Tabela 1).
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Fig.10 Curva de solubilidade do anestésico BZC, em tampéo PBS 5mM, pH 7.4 e temperatura ambiente.

4.1.3) Estabilidade

A Benzocaina demonstrou estabilidade quimica, verificada opticamente, por um
periodo de até 4h a temperatura ambiente, na presencga de luz, o que foi acompanhado pela
auséncia de mudangas no seu espectro de absorgdo em 284nm. Este resultado esta de
acordo com o descrito na literatura, segundo a qual sua ligagéo éster tem boa estabilidade
quimica (Strichartz ef af., 1990; Brosowski & Miiller, 1994).

A TTC, outro AL com grupamento éster, é bastante estavel, mesmo em pH alcalino
(Boulanger ef al., 1980; Covino & Vassalo, 1985; de Jong, 1994). J&4 a PRC e a CLP sofrem
hidrdlise alcalina significativa em aproximadamente 1 hora. (Covino & Vassalo, 1985).

Qs valores das propriedades oOpticas (s, ~ max.) e da solubilidade da BZC, estio
listados na Tabela 1, onde pode-se comparar os parametros fisico-quimicos deste AL com os
da LDC e TTC desprotonadas, determinados anteriormente (de Pauia & Schreier, 1985).



Tabela 1 Comprimento de onda de maxima absorgao, coeficiente de absoriividade molar e solubilidade aquosa dos

anestésicos estudados. A LDC e a TTC estdo na forma desprotonada, pH 105. Valorde pKada LDC e TTC,

AL A max.(nm) £ {M) S, (mM) pKa
Benzocaina 284 15853 44 --

Lidocaina 262 420 13,1 7.8

Tetracaina 307 24900 0,76 8.5

4.1.4) Medidas do coeficiente de particao

4.1.4.1) Coeficiente de parficio entre octanol/dqua (Poct)

O valor do coeficiente de particBo (P.x) da BZC em temperatura ambiente foi
calculado em 37,82 £ 6,1 (n=7), entre n-octanol e tampéo PBS, pH 7.4, usando a equagio 8.
E comum se expressar esie valor na forma logaritmica, que fica entdo em 1,58. Esta medida
esta de acordo com dados da literatura: 1,44 e 1,91 a 25 °C (Strichariz ef al., 1990; Grouls et
al., 1997, respectivamente).

O valor absoluto de P, ndo leva em consideragio a interagdo da molécula com um
meio apolar ordenade como as membranas. Porém, ele nos da boa indicagio da
hidrofobicidade da moilécula ac compararmos os valores obtidos com outras moléculas da
mesma familia quimica.

4.1.4.2) Coeficiente de parfig8o entre EPC e dgua {Pepc), por separac8o de fases

O coeficiente de particdo entre EPC e agua, por separacdo de fases, foi caiculado
como 253 + 43 (n=7) usando a equagio 6, conforme descrito em métodos.

A determinagdo de Pg, por esta técnica, tem sido criticada devido a problemas
experimentais como a co-sedimentagio do soluto ou EPC remanescente no sobrenadante.
Sendo assim, fizemos a deferminagdo do coeficiente de particGo entre vesiculas
multilamelares de EPC e agua, usando medidas de RPE.



4.1.4.3) Coeficiente de parficdo enfre EPC e dgua, determinado por RPE (Prpe)

Através da técnica de RPE, e usando metodologia descrita por Lissi ef al. (1990)
pudemos obter um valor de coeficiente de partigdo.

Este resultado da BZC entre EPC e agua, foi usado na comparacio do efeito dos trés
AL na membrana, quando inseridos numa mesma concentragdo molar na bicamada.

Usando quatro concentragdes de EPC, construimos curvas de efeito vs nt
{concentragdo de BZC) e determinamos valores de n° de moles totais (nf) de benzocaina, nos
quais o efeito era 0o mesmo. Pelo grafico de nt vs Vm (concentracAo de membrana,
convertida para volume) obtivemos P pela inclinacéo da reta. O valor obtido foi de 115 +17
(Fig.11-a e b). Este valor baixo de P reflete 0 uso de DMSO/agua para solubilizar a BZC

nos experimentos de RPE. Neste caso, o meio “aquosa” toma-se mais atraente paraa BZC e
a particdo na membrana diminui.
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Fig 11 Experimento de RPE para cédlculo do coeficiente de particdo da BZC a) Efeito da BZC com diferentes

[EPC]. A barra de erro foi suprimida para malor clareza, n=2; b) n® de moles vs volume de membrana, da inclinagdo da reta
foram tirados os valores de P.

4.1.4.4) Deferminacéo de P por saturacdo da membrana, em medidas de RPE (Psolubilidade)

Essa metodologia foi descrita anteriormente em nosso laboratério e constitui um
método bastante simples para determinacéo do coeficiente de particdo, podendo utilizar
guaisquer medidas espectroscépicas que indiquem alteragbes na membrana, em fungio da
particdo (de Paula & Schreier, 1995). Para tanto € necessario conhecer a solubilidade aquosa
do soluto (S,), que deve ser suficientemente baixa para que seja alcancada nas condigbes
experimentais. Neste caso, o efeito maximo na membrana, Eq., acontece na solubilidade
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aquosa do soluto, e concentragbes superiores ndo apresentam efeito. Como P €& uma
constante termodinamica, uma vez atingida a solubilidade aquosa, o soluto ndo pode mais
particionar na fase membranar. Efeito parecido foi descrito por Hill (1974), estudando a
particdo de n-alcoois e anestésicos gerais em vesiculas de DPPC. Pringle e col. (1980)
chservaram que o efeito de n-alcoois em neurdnios de girino aumentava com ¢ tamanho da
cadeia acila, até 12 carbonos;depois, um efeito "cut-off” acontecia e n-alcoois de cadeia mais
longa (& Sy < 10° M) apresentavam efeitos iguais ou mesmo menores que o0s de cadeia
curta. Jones & Lee (1985) estudandc a particdo de inseticidas do tipo hexaclorchexano em
vesiculas de DOPC também relataram que a particio seria limitada pela saturagio da fase
aquosa, e nao da fase lipidica, e que a concentragdo maxima de inseticida na membrana néo
correspondia a saturagéo dos sitios de ligagao disponiveis.

Numa analise termodinamica do coeficiente de parligdo, Hill (1974), derivou a
seguinte equagio:

Ksinding X Sw = 2 (12)

(concentragbes em mol/soluto por mol/solvente), para o caso ideal. Kyingng @ CONstanie de

ligagdo e se relaciona com o coeficiente de particdo (P) através do volume molar (V) do

lipidio, onde:
Ksinding = P . V {13)
Para a EPC o volume molar parcial é de 0,770.

Assim, podemos calcular o produto Kbmd;ng X S, para os trés Al estudados:

Tabela 2 Particio nio ideal dos AL. Calculo de Kunang X Sw para a ligagdo dos AL

com membranas de EPC

AL Pepc Kuindging (M) SW{10°M)  Kyinding x SW
Benzocaina 253 194,81 44 0,86
Lidocaina 144 * 110,88 131* 1,45
Tetracaina 868 * 668.4 076* 0,51

* de Paula & Schreier, 1995,



Hill observou que o produto 2 era obtido para alcoois de cadeia par, enquanto que
valores menores que 2 eram observados guando o niimero de carbonos na cadeia era impar.
No caso dos AL o produto € sempre menor que 2, indicando que a partigao e nao-
ideal. Relatamos valores proximos a 2 para AL com maior solubilidade aguosa como a LDC

(1,45) e Prilocaina (1,96); ja para a TTC, Kb;ﬂd;ng x S = 0,61 em pH10,5 (de Paula & Schreier,
1995). Determinamos aqui, para a BZC, um produto igual a 0,86. Este resultado indica

particdo ndo ideal da BZC e justifica a determinagio do coeficiente de particdo pelo método
da solubilidade.

Embora neste caso a medida de P, oferega ainda uma estimativa (ja que Sw é maior

que 4,4 mM na presenca do solvente DMSQO) o valor obtido (P=113,6) é coerente com o
obtido por RPE (Ppe=115).

Abaixo, foi feita uma Tabela relacionando os coeficientes de particdo encontrados
para a BZC pelos métodos descritos acima.

Tabela 3 Coeficientes de partigdo da BZC, obtidos por diferentes métodos.

AL Poct Pepc Prpe Psol
Benzocaina 37,82 253 115 113,6

Como podemos ver pela tabela acima, o valor absoluto de Poct & muito diferente
dos valores de coeficiente de particio obtidos para o sistema EPC/agua pelos diferentes
métodos. Esta medida, apesar de classica, deve ser usada com cuidado, pois fornece apenas
a indicagio da hidrofobicidade do soluto em um sistema apolar como o n-octanol. De fato, ¢
conhecimento do valor de Poct da BZC foi usado inicialmente para estimar Pepc. Este valor
estimado (312) obtide de uma correlagio com valores conhecidos de trés anestésicos, foi
usado para o calculo da razéo molar AL:EPC, nas primeiras medidas de RMN. Ao medirmos
Pepc obtiveros um valor coerente com o anteriormente estimado, validando as medidas
iniciais com este valor.

As medidas por RPE (Pepr e Psol) foram feitas na presenca de 8,5 % de DMSO
elevando a solubilidade agquosa e diminuindo o coeficiente de particBo da BZC nessas
condigbes (ver discussao no item 4.2.3.4).



4.2) Interacio dos anestésicos locais com membranas

4.2.1) Medidas de fluorescéncia da BZC na presenca de EPC

Para comparar os resultados obtidos por RPE e RMN com vesiculas multilamelares
grandes e unilamelares peguenas respectivamente, investigamos as propriedades de
fluorescéncia da BZC ja que por essa técnica poderiamos utilizar varios tamanhos de
vesicula.

Através da fluorescéncia intrinseca da BZC pudemos avaliar a sua interago com
vesiculas de EPC (SUV, LUV com didmetro de 0,1 um e 0,45 um, e MLV). A BZC teve sua
intensidade de fluorescéncia aumentada quando na presenca de qualquer uma das
membranas utilizadas e apresentou um deslocamento no seu A de emissfo maximo (SUV >
LUV > MLV) para o azul (Fig. 12). Esses resuliados sao indicativos de gue o fluoréforo
deslocou-se para ambiente de menor polaridade e provavelmenie estd protegido da
supressio do oxigénio, explicando o aumento da intensidade de fluorescéncia.
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Fig. 12 Espectros de fluorescéncia da BZC em PBS e em lipossomas uni e mulflamelares. [BZCl= 1,85 x 107 M; [SUV]=
05 mM; {LUV]= 0,2 mM (Didmetro= 0,1 pm); [LUV]= 007 mM (Didmetro= 0,45 um); [MLV}= 0,1 mM; A exc= 284 nm;
temperafura ambiente.




As medidas de fluorescéncia nos fomeceram dados qualitativos da insergao da BZC
em vesiculas de diferentes tamanhos. O que pdde-se observar foi um aumenio no
rendimento guéntico da fluorescéncia depois que esta se inseriu num meio mais apolar. A
tendéncia ao deslocamento do 3 emiss@o maximo para comprimentos de onda rmenores
(blue-shift) também foi verificada.

Em relagic aos diferentes tamanhos de vesiculas usadas, o que se observou foi um
rendimento quantico crescente, conforme o tamanho das vesiculas foi diminuindo. isto
provavelmente se deve ao fato da BZC se inserir diferenternente em vesiculas pequenas, por
causa da curvatura maior destes lipossomas. Nao se observou diferenga consideravel das
vesiculas multilamelares para LUV 0,45. Essas medidas sdo qualitativas, pois para evitar a
dispersdo de luz ndo pudemos trabathar com concentragbes de membranas superiores a 1
mM. As diferentes concentracles usadas neste experimento devem-se a uma tentativa de
ajustar a concentragdo a uma leitura de absorgao adequada (na qual ndo ocorra dispersao de
luz). Nessas condigbes, uma pequena fragdo de BZC esta incorporada na membrana € néo
sabemos se a particdo € 2 mesma nas vesiculas de diferentes tamanhos, para comparar 0s
resultados entre elas. De gualquer forma as medidas de fluorescéncia mostraram que a BZC
interage com as membranas modelo grandes e pequenas, que foram entdo estudadas por
RPE e RMN, respectivamente.

4.2 2) Testes de hemdlise induzida pela BZC

Esses ensaios foram usados para estudo do efeito dos anestésicos, aplicando nossos
conhecimentos adquiridos com o sistera AL:lipossomo, a membranas biolégicas.

O efeito hemolitico da BZC na estabilidade isosmética de eritrocitos é apresentado
na Fig.13. A BZC adicionada a suspensdo de hemacias causa hemdlise concentragio-
dependente. Na Fig. 13 determinamos a concentragao de BZC para saturagdo da membrana
(A), para 50% de hemodlise (ELsy) e para hemolise total (B) ou'so!ubiiizag,éo da membrana.
Em hematocrito 5% essas concentragbes correspondem a 17,42 mM, 19,44 mM e 21,69 mM,
respectivamente. No hematocrito de 0,5%, Els; = 15,64 mM. Este hematdcrito foi feito para
que pudéssemos comparar com os dados da LDC e TTC. A absorbancia relativa lida em 540
nm {Ars«) foi calculada pela equagéo 9.

Para esses ensaios a BZC foi diluida em DMSO:H,C até a razac de 8,5% (viv) a fim
de que se atingissemn concentragbes superiores a 4,4 mM. Nao foi observado efeito litico do
DMSO nessas condiges.
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Fig. 13 Curva de Hemdlise induzida por BZC em PBS 5mM pH 7,4, Ht = 5% (w/v), Els (50% de efefto iitico). A = 1742
mM- Concentragdo de BZC para saturaco da membrana ; B = 21,69 mM- Concentragfio de BZC para hemdlise total,

O estudo do efeito hemolitico comprova a importancia de pardmetros hidrofobicos na
determinacio do efeito biologico, ie., da aclo litica sobre eritrocitos. Para a BZC o valor de
ELs; (definido como a concentracédo de anestésico capaz de produzir 50% de hemolise), situa-
se entre 0s da TTC {mais hidrofobica) e LDC {mais hidrofilica), como mostra a Tabela 4.
Desta forma, podemos dizer que o efeito hemolitico, assim como a poténcia anestésica é
diretamente proporcional ao coeficiente de particdo dos AL, nos ensaios em pH 7.4. Essa e
outras evidéncias do importante papel da hidrofobicidade na intera¢do de AL com membranas
e portanto, em seu efeito bioldgico, nos levaram a analisar especificamente a interagéo da
forma desprotonada dos anestésicos com as membranas modelo.

Tabela 4 Efeito Hemolitico de diferentes anestésicos locais em condigbes isosméticas, Ht= 0,5%, pH 7.4
Valores de Elsg determinados em graficos como o da Fig.13. LDC e TTC, comunicag@o pessoal da Dra. Eneida de Paulz,

resultados ndo publicados.

Anestésico Local ELsy (mM)
Benzocaina 15,64
Lidocaina 47,60
Tetracaina 6,98




4.2.3) Experimentos de ressondncia paramagnética eletrdnica

Medidas de RPE possibilitaram avaliar a agdo dos AL nas propriedades estruturais e
dinamicas dos lipidios em lipossomas multilamelares de EPC, usando marcadores em
diferentes posigoes da bicamada. Foram: feitas pelo menos 2 medidas de cada experimento.

Devido a baixa solubilidade da BZC em agua, as amostras foramn preparadas a partir
de uma solugio estoque em DMSO. Foram feitos controles (brancos) com DMSO para se
descartar seu efeito na organizagao das bicamadas. Antes de optarmos pelo uso do DMSO
como soclvente, haviamos testado ¢ etanol, porém verificamos que o seu efeito
desorganizador nas membranas de EPC era relevante. Substituimos entdo, este solvente
pelo DMSO {em concentragdc maxima de 8,5 % vfv, ou 1,1 mM), obtendo melhores
resultados. O DMSO ndo altera a organizagdc de membranas de EPC nas concentragbes
usadas, de acerdo com © observado por Quan e col. (1996) que usou misturas de DMSO para
solubilizar a BZC em estudos eletrogquimicos com canais idnicos em cultura de células GH;.
Em outro estudo usando cultura de células para medir 0 aumento de calcio intracelular, Li ef
al. (1995) utilizaram DMSO para dissolver a BZC, LDC, TTC e Bupivacaina, nio observando
nenhum efeito nas condicdes usadas. Além disso, nossos ensaios de hembdlise mostram que
o DMSO nao desestrutura as membranas de eritrocito {resultados nao mostrados).

4.2 3.1) Efeito da Benzocaina no parémetro de ordem

Iniciaimente utilizamos o marcador 5-SASL para observar ¢ grau de ordem (S) da
bicamada, como ja descrito em métodos (equagdo 2). Esta abordagem nio se mostrou
satisfatoria pois, apesar de observarmos um decréscimo do pardmetro de ordem
(demonstrando uma desorganizagio da membrana) o efeito foi pequeno (< 10%), € somava-
se ao efeito do préprio etanol (Fig.14). O parametro de ordem S, calculado conforme a
equagdo (2) variou de 0,68 para 0,63 (7,.4%) na presenga de 15 mM de BZC e 0,66 a 0,63
(4,5%) nas amostras controles (brancos) do etanol. Para comparagdo podemos citar que a
variagdo maxima de S, observada em vesiculas multilamelares de EPC contendo 5-SASL é
de 11,4% para a LDC (de Paula & Schreier, 1995). Na tentativa de caracterizar o efeito da
BZC sobre a organizagio de membranas lipidicas procuramos outros marcadores de spin que
fossem mais sensiveis ao efeito desse AL.
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Fig.14 Especiro de RPE do marcador 5-SASL, em vesiculas multilamelares de EPC (SmM) na presenca de
BZC (15 mM) solubilizada em etanol. Tamp3o PBS, pH 7.4, temperatura ambiente.

4.2.3.2) Medidas com o marcador 5-MeSL

Optamos peilo uso do marcador MeSL que ndo fornece a medida do parametro de
ordem mas nos indica ¢ grau de organizacao da membrana (um pardmetro misto que envolve
ordem e mobilidade dos fosfolipidios) através da medida das alturas dos picos h.i/hy - ver
iftem 3.1.1 e Fig.5-b. Pudemos assim observar um decréscimo na organizagdo da bicamada
(aumento da fluidez) e verificar que o DMSO, nas concentragdes usadas, ndo provoca um
efeito significativo na membrana (Fig.15 e 16).
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Fig.15 Espectro de RPE do marcador 5-MeSL, em vesiculas mulitlamelares de EPC (8mM) na presenca de
BZC (15 mM), solubilizada em DMSO. Tamp&o PBS, pH 7 4, temperatura ambiente.

Essas medidas mostraram ¢ efeito da BZC em aumentar a fluidez das bicamadas
lipidicas, confirmando observagdes anteriores por “H-RMN para a TTC e a PRC (Boulanger,
1980 e 1981) e por RPE para andlegos da TTC (Bianconi et al., 1988) e nove AL do tipo
amino-éster e amino-amida em vesiculas de EPC (de Paula & Schreier, 1995).

A Fig. 17 - a,b mostra a varia¢do percentual de h./hy por efeito da LDC e TTC.

O efeito maximo de perturbacdo da bicamada usando [EPC]=8 mM, determinado
pela inflexdo da curva da Fig. 16 foi de 11,6% (BZC) enquanto para LDC e TTC
desprotonadas, encontramos 26,0% e 17,1% respectivamente (Fig.17).




[DMSO] M

0 016 032 048 064 080 096 112
16 i 1 i L i 1 { x | i 3 4 n
144 I

] /{ -
12 ! T By

- IR
10 y; =E -

2 87 '

L Bl

3 6

o
4_

2...
- & &
0- & &
J F-N
-2 T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
[BZC] mM

Fig.16 Experimentc de RPE com marcador 5-MeSL - Efelto da BZC em vesiculas multilamelares de EPC
(8mM), pH 7.4, temperatura ambiente {&). O controle utilizando somente DMSO estd em vermetho {4). A sefa indica

retagdo molar 1:3 AL:EPC na membrana.
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Fig. 17 Expernmento de RPE com marcador 5-MeSL - Efeito observado em vesiculas multilamelares de EPC
(BmM). a} Curva de efeito provocado pela lidocaina; b) Curva de efeito provocade pela Tetracaina. Tampdo carbonato

0,02M, pH 10,5, temperatura ambiente. A seta indica a relagdo molar 1:3 AL:EPC na membrana.




Em estudo anterior relatamos efeitos maximos de 26,5 e 15%, respectivamente para
a LDC e TTC (de Paula & Schreier, 1995) em 16 mM de EPC. Utilizando 8 mM de EPC
obtivemos resultados semelhantes. Esses dados reforgam a observagéo de que a LDC é o AL
mais efetivo na desorganizacio da bicamada, monitorada pelo 5-MeSL.

Propusemo-nos entdo monitorar diferentes regides da bicamada, com marcadores do
tipo MeSL em diferentes profundidades. Além disso, analisamos quantitativamente o efeito
dos trés AL estudados, em relagdo & quantidade do AL na membrana capaz de provocar o
efeito medido por RPE.

Conhecendo os valores de P, pudemos comparar os efeitos dos trés AL, quando
presentes na mesma concentragdo na membrana. As setas indicativas nas Fig. 16 e 17,
mostram os efeitos para a razao molar 1:3 Al:lipidio. Estes resultados estdo discutidos em
conjunto mais adiante (item 4.2.3.4).

4.2.3.3) Medidas com 7. 12 e 16-MeSL

Foram feitas medidas do efeito provocado pela adigdo dos anestésicos, utilizando
marcadores de spin em outras posicbes (nos carbonos 7, 12 e 16 do MeSL.). Esta abordagem
teve como objetivo verificar a inser¢do das drogas em diferentes profundidades da bicamada.

Podemos notar, pelos graficos de efeito para cada anestésico (Fig. 18, 19 e 20), as
diferengas na insergéo dos anestésicos, em cada posigdo. Os resultados obtidos com o
marcador 5-MeSL também s&o apresentados, para comparagao.
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Fig. 18 Experimento de RPE - Efeito da BZC medido em diferentes profundidades nas vesiculas multilamelares
de EPC (8 mM). Comparagao do efeito com marcadores 5, 7, 12 e 16 MeSL. pH 7,4, temperatura ambiente.

A BZC parece diminuir a organizagdo da membrana de forma homogénea para o0s
marcadores 5, 7 e 12 MeSL (Fig.18). O marcador 16-MeSL ndo mostrou-se sensivel a
alteragGes de organizagao provocada por qualguer dos Al estudados, e mais particularmente
para a BZC (efeito maximo de 2% enguanto para LDC e TTC tem-se 44 e 3 %,
respectivamente). Esse resuitado poderia ser explicado por uma insergio nao preferencial no
interior da bicamada, justificada pois a BZC, ao contrario da LDC e TTC, ndo possui um
grupamento amina e a polaridade da molécula é determinada somente pelo seu grupamento
éster. Assim, apesar de ser menos hidrofébica que a TTC, ela poderia ndo se ancorar
firmemente a cabega polar dos lipidios, aprofundando-se na bicamada com pouca definigéo
de localizagdo preferencial, i.e., a BZC flutuaria bem entre regides de baixa polaridade
explicande o efeito similar entre os marcadores 5, 7 e 12 MeSL. Dos trés AL estudados,
somente a BZC tem efeito a nivel do marcador 12-MeSL em proporgdo igual a das posigbes
superiores.

Em relagédo a polaridade e inser¢do na membrana um bom exemplo a citar séo os
marcadores acido doxil estearico (SASL) e seus ésteres metilicos (MeSL). O espectro de RPE
do 5-SASL em membrana tem resolugdo espectral para determinagdo do pardmetro de
ordem S porque o radical nitroxido estd situado abaixo das carbonilas (carbonos o e B) da

cadeia acila, i.e., na regido de maior imobilidade das membranas (Godici & Landsberger,
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1974; Ellena ef al., 1988). A metilagéo do acido estearico marcado na posigido 5 (5-MeSL)
leva & perda de resolugéo espectral, indicando que o N-O observa regifio menos orientada
(mais profunda) da bicamada (Smith & Butler, 1976) por efeito da perda do grupamento
carregado que 0 ancorava na interface aquosa da membrana (Schreier ef al.,, 1978; Frezzatti
et al., 1988).

No entanto, a pouca hidrofobicidade da BZC e seu grupo éster polar ndo devem
torna-la propensa a residir no interior hidrofébico da membrana. Neste caso, outra
possibilidade de localizagio para este AL seria um posicionamento superficial (ao nivel do
glicerol ou cabega polar) pouco perceptivel para os marcadores de RPE inseridos na cadeia
acila.

Estes resuitados de RPE néo evidenciaram uma localizagio preferencial para a BZC
no interior da bicamada. Além disso, ela parece ter o menor efeito perturbador da
organizacao da bicamada (efeito global) ao compararmos com a LDC e TTC, na mesma
razdo molar na membrana (Tabela 6). Esses resuliados (efeito pequeno e ndo localizado)
estdo de acordo com os obtidos nas medidas de T1 por 'H RMN (item 4.2 4.2) e refletiriam a
estrutura molecular da BZC, que € mais curta que a TTC e menos volumosa que a L.DC.
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Fig 19 Experimento de RPE - Efeito da LDC medido em diferentes profundidades nas vesiculas multiamelares
de EPC (8 mM). Comparagdo do efeito com marcadores 5, 7, 12 e 16 MeSL. pH=10,5, temperatura ambiente.




A Fig.19 mostra que a LDC desprotenada desorganiza principalmente a regido mais
superficial da membrana (monitorada pelo 5 e 7 MeSL) diminuindo seu efeito em diregio ao
core hidrofébico. Cabe notar que mesmo o marcador 16-MeSL (gque monitora regido de
menor anisotropia da membrana) é sensivel a desorganizagio provocada pela |L.DC (efeito
maximo de 4,4 %) indicando que o efeito desse AL como um todo, sobre a ordem e
mobilidade das vesiculas é maior que o provocado pela BZC e pela TTC. E interessante notar
que a L.LDC € o menos hidrofobico dos trés AL estudados. Neste caso, a substituicdo metilica
na posigao orto (2,6) do anel aromético deve ser responsavel pela perturbagdo estérica da
LDC na orientacio dos fosfolipidios ja4 que os volumosos substituintes metila conferem
impedimento estérico a propria LDC em solugio (ligagdo amida paraleia ao plano do anel- ver
itern 1.6.2).

O efeito da LDC estende-se até as regides mais hidrofébicas da bicamada
provavelmente devido ao espagamento criado pela sua intercalagdo entre os fosfolipidios na
regido mais superficial. Como os anestésicos sdo bem mais curtos que as moléculas de EPC,
cria-se um espagamento entre os lipidios vizinhos, aumentando a mobilidade e diminuindo a
ordem local, em todos os segmentos abaixo da posicdo de inser¢do do anestésico.

Como veremos no item 4.2 4 esses resultados estdo de acordo com agueles obtidos
por RMN de prétons, elucidando a localizacéo da LDC nas membranas modelo de EPC.
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Fig. 20 Experimento de RPE - Efeito da TTC medido em diferentes profundidades nas vesiculas muttifamelares
de EPC (8 mM). Comparagao do efeito com marcaderes 5, 7, 12 e 16 MeSL. pH=10.5, temperatura ambiente.




O efeito da TTC desprotonada sobre a organizagdo de d¥erentes profundidades da
bicamada € visto na Fig. 20. O perfil do efeito & parecido com o d2s outros AL (maior efeito
nas posigbes superiores do marcador) porém nao ha efeito tao evidente na posicdo 5 (como
acontece com a LDC) mas sim na posi¢do 7. Esse resultado concorda com as observagdes
de Boulanger ef al. (1981) que, em vesiculas multilamelares de EPC, mostrou que a T1C
neutra insere-se mais profundamente que a forma protonada, i.e. ‘com o anel benzdico nas
imediagbes dos carbonos 2 a 5 da cadeia acila das lecitinas.

A TTC é uma molecula mais cilindrica que a LDC e sua inser¢gio nac perturba tanto o
empacotamento dos lipidios quanto a Lidocaina. De qualquer maneira o efeito em posiges
mais proximas ao interior hidrofébico (12 e 16 MeSL) é devido ac espagamento criado pela
insercdo da TTC (mais curta que as moléculas lipidicas) em regides mais superficiais da
bicamada.

Andlise semelhante foi feita por Sikaris & Sawer (1982} usando marcadores de
fluorescéncia em diferentes profundidades de bicamadas de DPPC. Esses autores
verificaram que a forma neutra da TTC suprimia a0 maximo o marcador na posigéo do
carbono 9.

Qutra observagio importante a ser feita em relagdo & Fig.20 € que em razdes
molares maiores que 0,51 ha decréscimo do parametro h../hs, como observado
anteriormente para o marcador 5-MeSL (de Pauia & Schreier, 1985, Frezzatti ef al, 1886).
Esse efeito é verificado ainda para outros AL do tipo amino-éster {Procaina e Clorprocaina) e
esta relacionado ao aparecimento de um sinal de RPE mais imobilizado (de Paula & Schreier,
1995) que refietiria a formagédo de uma terceira fase.

Gréficos do efeito observado (maximo e na razdo molar 1;3 na membrana) com cada
marcador vs a sua posigdo na cadeia, ilustram as provaveis posigbes preferenciais dos AL
(Fig.21-a.b).
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Fig.21 Experimento de RPE - Comparagao do efeito provocado pelos Al em refagdo & posicio do marcador de
spin (5, 7, 12 e 16 MeSL). Condiges idénticas as figuras anteriores. a) Efeito méximo vs posicdo do marcador; b) Efeito
na razio molar 1:3 AL:EPC na membrana vs posigdo do marcador.

Foi observada a ocorréncia de uma diminuicio no efeito desorganizador produzido
pelos trés AL, conforme o marcador monitorava regides mais profundas na bicamada.
Embora esse resultado parega indicar que os AL n3c atingem © core lipidico (o que é
razoavel, considerando-se o comprimento menor do AL em relagdo ao fosfolipidio) é
necessaric ter em mente que o perfil de ordem e mobilidade ao longo da cadeia lipidica
diminui 0 que pode justificar graus diferentes de sensibilidade dos marcadores a
desorganizacio da membrana (Stockion ef al., 1977; Seelig & Seelig, 1877).

Medidas de “H RMN com fosfolipidios perdeuterados na cadeia acila revelaram o
perfil do parametro de ordem do interior da bicamada. Estas vesiculas (Stockton ef al., 1977)
e as de EPC contendo DMPC perdeuterada (de Paula, 1993) mostram um platd de maximo
ordenamento que vai dos ’H do carbono 2 aos do carboro 8 e ordem decrescente nos
carbonos subsequentes, até a metila terminal. Desta forrna podemos dizer que ha diferenga
significativa entre a ordem do carbono 5 e a do 16 e portanto, diferengas nos dados de
marcadores em regibes vizinhas (5, 7 e 12, 16) s&o reais e indicam acgio localizada do AL.

independente da maior sensibilidade dos marcadores em C5 e cbservando a Fig.21-
a, podemos notar que a LDC produz um grande efeito na posigdo 5, o que refletiria sua
insergdo preferencial nesta regio (ou acima). Além disso, este AL promove uma
desorganizacio geral da bicamada que pode ser notado comparando-se seu efeito com o dos
outros dois anestésicos.

A BZC afeta de forma semethante as regides monitoradas pelo marcador 5, 7 e 12
MeSL, enquanto a TTC afeta preferenciaimente a regido do 7 e 5 MeSL.




A concentracio total de AL para a raz&o molar de 1:3 na membrana (2,67mM:8mM
AL:EPC) foi determinada através da equacdo 6, usando-se os valores de coeficiente de
particdo determinado por RPE (Pp.).

Como a partigdo na membrana desses trés anestésicos é diferente, a Fig.21-b mostra
o perfil do efeito dos AL em diferentes regifes da bicamada, quando presentes na mesma
raz8o molar na membrana. Neste casoc, o AL mais eficiente na desorganizacio da bicamada
passa a ser a TTC, na regido monitorada pelo 5 e 7-MeSL. A LDC vem a seguir e tem um

efeito global {(média das 4 posicbes) maior que o da TTC. Esses resultados serfo discutidos a
seguir.

4.2.3.4) Andlise quartitativa do efeifo dos anestésicos locais

A Tabela 5 redne os valores de efeito maximo observado (%) de cada anestésico e
razo molar ALEPC no efeito maximo para o marcador 5-MeSL {os resultados séo
semelhantes para os outros marcadores de spin, a ndo ser pela variagéo de efeito).

Nesta Tabela, podemos comparar o efeitc maximo dos trés anestésicos sobre as
membranas, como mostrade qualitativamente nos graficos 16 e 17. O efeito maximeo € maior
para a LDC > TTC > BZC, como descrito.

Medimos ainda a concentragido de AL na saturagio da membrana ou efeito maximo
(nt max. experimental) e as razbes molares AL.EPC na membrana, para ¢ efeitc maximo.
Essas razdes variaram de 0,9 a 3,2:3 AL:lipidio. Admitindo que a saturacdo da membrana &
devida a limitagho da concentragdo de AL solivel em Agua (de Paula & Schreier, 1995)
alimentamos a equagio 6 com o valor de solubilidade no lugar de na (n® de moles na fase

aquosa) € calculamos a concentragio de AL iotal tedrica (nt max. caiculado) para “saturagdo”
da membrana.

Tabela § Comparagdo quantitativa do efeito de AL em vesiculas multilamelares de EPC.
Dados obtidos das Figs. 18a 20.

AL Efeito méax. AL:EPC no efeito nt max, nt max.
(%) maximo experimental (mM) calculado (mM)
Benzocaina 116 2.4:3 15,4 7.5
Lidocaina 26,0 323 19.8 23.3
Tetracaina 17.1 0,9:3 3.1 4.4
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Como descrito anteriormente (de Paula & Schreier, 1985) existe uma boa comrelagao
entre 0s valores de nt para efeito maximo (experimental e calculado) para a LDC e TTC.
Esses resultados comprovam que a saturagdo da membrana €, na verdade, decorrente da
saturagio da fase aquosa. Note-se que a menor razéo Al lipidio para saturagio € observada
para a TTC, cujo valor de Kpinding X Sw € 0 menor dos trés AL (ver Tabela 2). A baixa
solubi!idéde aquosa dos AL impede sua partigio ideal na membrana e a saturagio é atingida
em razbes molares diferentes para cada AL, refletindo sua maior ou menor solubilidade
aquosa. Isso é decisivo no caso da TTC e justifica o fato dela nao atingir efeito maximo como
a LDC. Além disso, a TTC neutra parece formar algum tipo de agregado quando em aitas
razdes molares AL:EPC como descrito anteriormente (item 4.2.3.3, pg.45).

Jé& no caso da BZC, existe uma grande diferenga entre Mt max. experimental e
calculado. Essa diferenga deve-se a maior solubilidade da BZC no solvente DMSQO:agua. De
fato a variagio € de ca. 7,9 mM, indicando que a solubilidade da BZC em DMSO:agua deve
estar proxima a 12,3 mM (7.9 + 4 4).

Se a razdo AlL:lipidio para saturagio nio € a mesma devido a solubilidade limitante,
néo é correto comparar os efeitos maximos de cada AL, mas sim o efeito de cada um quando
presente numa mesma razdo molar, na membrana. A Tabela 6 apresenta os valores de efeito
causado pelos 3 AL, com os diferentes marcadores de spin, para a razdo molar AL:EPC 1:3,
na membrana.

Tabela 6 Efeito provocado pelos AL na razéo molar 1:3, na membrana.

AL nt 5-MeSL 7-MeSL 12-MeSL 16-MeSL
Efeito (%) Efeito (%) Efeito (%) Efeito (%)
Benzocaina 64 47 6.4 51 1.2
i.idocaina 6,1 11,3 85 7.4 3,9
Tetracaina 3.2 13,4 12,2 49 26

*nt = 1 total de moles para nm = 2,67 mM.

A Fig. 21-b mostra que a LDC tem maior efeito no marcador na posi¢gdo 5 enquanto a
TTC altera preferencialmente C7 e C5 e a BZC n&o parece distinguir entre os marcadores 5,
7 e 12 MeSL. A novidade que a Tabela 6 traz é, no entanto, relativa ao efeito desorganizador
dos AL em concentragbes equivalentes na membrana. A TTC € mais polente na
desorganizacio da bicamada em C5 e C7 do que a LDC, embora em regides mais profundas
{C12, C16) predomine © efeilo da LDC. Esses resultados levam a duas constatagdes: 1) a
perturbac¢do da membrana é, pelo menos em parte, correlacionada a hidrofobicidade dos AL,
pois a TTC causa perturbacdo maior que a LDC, quando presente na mesma razdo molar na
membrana; 2) A perturbagdo da membrana, aiém da hidrofobicidade, é determinada pela
estrutura da molécula do anestésico, pois a LDC que deve introduzir maior espacamento
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entre os lipidios que 05 outros AL estudados devido a seus substiuintes orto-metila no anel
aromatico, tem maior efeito que a BZC (mais hidrofobica que ela) e efeito global e nas
regidbes mais profundas da bicamada (C12 e C16) superior ao da TTC. A insergédo da LDC é
superficial e cria espagamento entre os lipidios vizinhos, que fica mais evidente nos carbonos
de maior numeragao i.e., abaixo da insercio da molécula do AL.

Interpretamos o maior efeito da TTC em C5, C7 comeo indicativo da localizagdo do
anel benzdico nessa regido, de acordo com dados de “H RMN e fluorescéncia (Boulanger ef
al., 1981; Sikaris & Sawier, 1982). Ja a LDC estaria inserida com seu anel aromatico préximo
a C5 ou mais superficialmente, como indicam os resultados de "HRMN.

Os experimentos de RPE aqui apresentados confirmaram uma hipdtese por nos
levantada anteriormente de que, eliminadas as diferencgas de particdo (usando mesma razdo
AL:lipidio na membrana) o efeito dos AL sobre a fase lipidica das membranas € diferente
devido a localizagdo e impedimento estérico caracteristico de cada AL, o que auxilia a
interpretacao da poténcia anestésica de compostos pouco hidrofébicos como a LDC e a BZC.

Estas medidas mostraram que a BZC desorganiza membranas multilamelares de
EPC, porém o efeito maximo de perturbagdo (11,6%) € inferior ao da TTC (17,1%) e LDC
(26,0%) desprotonadas. Quando diferentes profundidades da membrana foram monitoradas,
o efeito observado foi que a BZC néo altera predominantemente nenhuma das posigdes (5, 7
e 12 MeSL), enquanto a LDC e a TTC tem maior efeito nos marcadores em posigdes menos
profundas da membrana (5 e 7 MeSL, respectivamente). Essa perturbaglo deve refietir uma
localizacao preferencial destes AL nessas porgdes da bicamada.

Porém, numa mesma razdo molar AL.EPC na membrana, a TTC desprotonada
mostrou-se mais eficiente no efeito desorganizador, seguida pela LDC desprotonada e a BZC.
Isto reflete a importancia da hidrofobicidade do anestésico aliada aos paré@metros estéricos,
para determinar o grau de desorganizacdo da membrana e a localizagao preferencial do AL.
Embora seja mais efetiva que os outros AL, 2 TTC tem particdo ndo ideal e ndo atinge altas
concentracbes na membrana, explicando seu efeito maximo inferior ao da LDC.



4 2 4) Experimentos de ressonancia magnética nuclear de protons

Os resultados de RPE evidenciaram que, diferentemente da poténcia anestesica que
esta diretamente relacionada & hidrofobicidade dos compostos anestésicos (Strichartz &
Ritchie, 1987; Gupta, 1991) o efeito desorganizador dos trés anestésicos estudados em
vesiculas multilamelares de EPC depende de outros fatores como:

i) razfio maxima AL:EPC que pode ser atingida, devido a particdo ndo ideal e “falsa”
saturagdo da membrana resultante da baixa solubilidade aguosa dos AL,

i) estrutura quimica do AL, que ira determinar o grau de perturbagdo no
empacotamento dos lipidios e

iii) localizagdo preferencial do AL, resultante de sua estrutura quimica e
hidrofobicidade.

A limitagdo da abordagem por RPE reside na necessidade de usar sondas
paramagnéticas, j& que elétrons desemparelhados ndo aparecem com frequéncia nos
compostos biologicos. O uso de marcadores limita a andlise as poucas posigdes por ele
monitoradas além de sempre dar margem a criticas em relagéo 2 real insergdo (localizagao)
da mesma e seu carater de “*contaminante” do sistema observado (Godici & Landsherger,
1974).

Por isso propusemo-nos realizar medidas de 'H-RMN, pois a abundéancia natural do
proton pode ser usada para o estudo de varias regides da bicamada (e do anestésico) ao
mesmo tempo. A resolugio temporal deste método (<10° s) requer o uso de membranas
sonicadas (SUV) cujo tombamento € mais rapido que o de vesiculas grandes, dando
resolugéo espectral suficiente. Mesmo usando vesiculas sonicadas, a largura das linhas dos
protons nas vesiculas unilamelares € bem alargada em relagdo a de prétons em meio
isotropico, que giram livremente (1. < 107"~ 107 5) em todas as orientagdes possiveis.

Foram feitos espectros de préton dos AL em meic isotrdpico e de vesiculas
unilamelares de EPC na auséncia e presenga dos anestésicos, na proporgdo molar de 1:3

(AL:EPC) na membrana. As Figs. 22 a 28 mostram estes espectros realizados em
espectrémetro de 400 MHz.
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Fig. 22 Espectro de TH RMN (400 MHz} da EPC (65 mM) em D;O, pH 10,5 a 30 °C. O pico dos prétons CHa-t

(A) foi ajustado em O ppm. Ver tabela para atribuigdo.

do CHat da EPC foi ajustade em Q ppm. Os picos identificados com letras mindsculas pertencern ao AL.

Flg. 23 Espectro de 'H RMN (400 MHz) da BZC:EPC (razaoe malar 1:3) 2 30 °C. EPC 65 mM, pH 10,5. O pico
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Fig. 24 Espectro de 'H RMN (400 MHz) da BZC em mela sotrdpico (CDCly). [BZC]=15 mM.

Fig. 25 Especiro de 'H RMN (400 MHz) de LDC:EPC (razie molar 1:3) a 30 °C. EPC 65 mM, pH 105. O pico
do CHst da EPC fol ajustado em O ppm. Os picos identificados com letras minlsculas pertencem ao Al., O pico da agua
residual fol suprimido.
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suprimido.

Fig. 26 Espectro de " RMN (400 MHz) da LDC em meio isotrépico (D;0) pH 10,5. O pico da dgua residual foi

as

do CHat

Fig. 27 Espectro de 'H RMN (400 MHz) da TTC:EPC (razdo molar 1:3) a 30 °C. EPC 65 mM, pH 105. O plco
da EPC foi ajustado em O ppm. Os picos identificados com letras mintsculas pertencem ac AL. O pico da dgua

residual foi suprimido.




Fig. 28 Especiro de TH RMN (400 MHz) da TTC em meio isotropice (D;0) pH50.

Observamos que, incubando AL e EPC para uma concentragdo final de anestésicos
na membrana (razdo molar 1:3, AL:EPC), somente é possivel a identificagéo de alguns
protons dos anestésicos, devido & sobreposicdo com os picos da EPC e também ao
alargamento do sinal, que diminui a intensidade do pico de absorgio. Este alargamento dos
picos é uma evidéncia da particdo dos AL nas membranas unilamelares. Comparando as Fig.
23 e 24, é interessante notar que os protons identificaveis da BZC estdo alargados em
relagido ao espectro da BZC em meio isotropico, devido a restricdo de sua mobilidade na
membrana. Ffeito semelhante foi observado para LDC e TTC. No caso da TTC, a constante
de acoplamento escalar (J) entre os prétons aromdticos em posigdo orto e meta é
praticamente perdida, em fungo deste alargamento. Essas duas observacgdes refletemn a
perda de mobilidade do anestésico, comprovando sua insergdo na bicamada

As Tabelas 7 e 8 listam os respectivos deslocamentos quimicos e atribuigbes dos
sinais da EPC e BZC em meio isotropico € na membrana utilizando espectrometro de 500 ou
300 MHz.




Tabela 7 'H RMN - Atribuicio e Deslocamentos Quimicos dos prétons da EPC (SUV) em D20, O pico das
metilas terminais foi ajustado em O ppm. As letras mailsculas identificam os prétons Espectrdmetro Bruker 500 MHz.

EPC em D,0 - pH 10,5 - t=30°C

Atribuigéo Deslocamento Quimico (ppm)
A (CHat 0,00
B (CHy)n 0,38
c B-CH, 0,70
D  CH,C=C 1,15
E o-CH; 1,51
F  =Cc-CH,C= 1,93
G N"(CHz)z 2,36
H CH,-N" 2,80
I 0OsPO-CH, 314
' CH-OPO;~ 341
J o CH-0C0 3,55
K CH=CH, 442
CHO-CO

EPC

“a e i referem-se as posigoes 1 e 2 na cadeia acila
I' refere-se ao CH; na posicBio 3 do glicerol, formando uma ligagao éster-fosférica com o
grupamento fosfato e 86 é resolvido {de 1) no espectrometro de 500 MHz (afta resolucic). Nos

espectros de 300 Mz o pico | representa a médiade le i

Tabela 8 'H RMN - Atribuiglo ¢ Deslocamento Quimico dos prétons da BZC em D.O/DMSO deuterado e em vesiculas de
EPC (razdo molar 1:3, BZC:EPC). As mindsculas referem-se avs prétons do AL. O {CH.)t da EPC, foi utilizado come
referéncia (O ppm). Espectrémetro Varian 300 MHz.

BZC - pH 10,5 - =30 °C

Atribuigdo Deslocamento Quimico (ppm)
D,O/DMSO EPC
A (CHat 0,00
a CHs-et 0,62 -
B (CHa)n 0,39
c B-CH, -
D CH.C=C 1.15
E a-CH, 1,47
F =C-CH,-C= 1,90
G N*(CHa)s 2,34
H CH.N" 2,78
| O3PO-CH, 3,39
b CHy-et 3,58 -
J CH,-OCO 3,53
K CH=CH, CH-OCO 4,42
c Ar-3,5 6,04 5,81
d Ar-2,6 7,08 6,86

As Tabelas 9 e 10 mostram os deslocamentos quimicos e atribuicbes para os

anestésicos LDC e TTC, em raz8o moiar 1:3 na membrana e em D»O. No caso da TTC as

medidas em D;O foram feitas na forma protonada (pH 5,0) dada a baixa solubilidade aquosa

da TTC neutra. Resuitados anteriores de nossc laboratéric mostram que o desiocamento

5




quimico dos protons de AL em maio aquoso ndo se altera com a protonagio, & excecio dos
prétons pertencentes aos carbonos vizinhos do grupamento amina (de Paula, 1993).

Tabela § 'H RMN - Atribuicio e Deslocamento Quimico dos prétons da LDC despratonada em D20 e em vesiculas
unilamefares de EPC (razdo mofar 1.3, LDCEPC). As letras minisculas referem-se acs profons do AL, O {CH:)t da EPC

foi usado como referéncia (O ppm). Espectrometro Varian 300 MHz.

LDC - pH 10,5 - t=30 °C

Atribuigao Deslocamento (ppm)
PO EPC
A {CH}t 0.00
a CHi-et 0,19 0,23
B (CH)n 0,37
C B-CH, -
D CH-C=C 1,12
b CHy-Ar 1,26 1,29
E a—CH, 1,46
c CH et 1 *78 1;89
F =C-CH,-C= 1,90
G N*(CH3)s , 2,31
d CO-CH,-N: 2,48 2,38
H CHo-N’ 2.74
I 0O4PO-CH, 3,37
J CH-0CO 3,52
K CH=CH, CH-QOCO 4,41
e Ar-3,4,5 6.28 6,23

Tabela 10 'H RMN - Atribuicdo e Deslocamento Quimico dos prétons da TTC em D,0 (pH 5.0) & em vesiculas
unilametares de EPC (pH 10.5) na razdo molar 1.3, TTC:EPC. As lefras minlsculas referem-se aos protons do AL. O
{CHa)t foi usade como referéncia (O ppm). Espectrémetro Varian 300 MHz.

TTC-t=30°C
Atribuigao Desiocamento (ppm)

D0 EPC
A (CH3) 0,00
a CHa-but 0,12 0,05 *}z H Hy
B (CH2)n 0,39 N,><H
c B-CH, 0,69
D CH.C=C 1,14 T .
b cCHybut | 030 - Sali ca b N
c C-C-CH-but 0,50 - o
d CH;-N 1,94 1,39 i
E U.-CH;g - H H v
e CHx-NH-Ar 2,02 1,77 h
F =C-CH,-C= 1,91 o
G N'(CH3)s 2,35
H CH,-N' 2,79
! OsPO-CH; 3,40
J CH,-OCO 3,54
K CH=CH, CHOCO 443
f CHz-N 2,59 -
g COO-CH; 3,57 3,43
h Ar-3,5 5,58 5,66
i Ar-2,6 6,81 6,90




4.2.4.1} AlferacBes nos deslocamentos quimicos devido a inferacds AL:EPC

Para verificar a variagdo nos valores de deslocamentos qﬁimicos da interagao
ALEPC inicialmente fizemos a caracterizag8o e atribuigio dos picos dos anestésicos na
forma desprotonada em meio isotropico (com excegdo da TTC, gue foi observada em pH
5,0). A partir destes dados realizou-se a atribuigdo dos picos dos AL inseridos na bicamada
(Tabelas 8 a 10).

Verificou-se que 0s protons dos AL tiveram seus espectros bastante alterados, quer
seja pelo alargamento dos picos, quer pela alteragdo no deslocamento quimico de alguns
picos, como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 Variag&o nos deslocamentos quimicos dos prétons dos AL entre o meio iseirdpice e membranas de EPC.

AL protons D0 (ppm) D,O/DOMSO 65mMde  variagéo
(:hppm EPC (ppm)  (ppm)
Benzocaina} ¢ 43,5 6,04 5,81 0,23
d $26 7,09 6,86 0,23
Lidocaina | d COCH;N: 2,48 2,38 0,10
e Ar-3,4,5 6,28 6,23 0,05
a CHs-but -0,12 0,05 0,17
Tetracaina | h | ¢ 3,5 (meta) 5,58 5,66 0,08
i ¢ 2,6 (orto) 6,81 6,90 0,08
Dados normalizados em relacao ae deslocamente do CH; terminal da EPC Para BZC, LDC e TTC
{CHat=0,7ppm).

Verificou-se nas medidas de deslocamentos quimicos dos espectros de 'H RMN
para os protons dos anestésicos que os deslocamentos quimicos de alguns prétons sofreram
alteragbes (A > 0,05 ppm) quando estes se moviam do ambiente aquoso para a membrana
(Tabela 8, 9 e 10). Estas alteragbes foram observadas em geral nos prétons dos anéis
aromaticos dos anestésicos, possivelmente os mais afetados pela restrigdo de movimento e
proximidade espacial com outros nicleos, quando © anestésico se encontra inserido na
bicamada lipidica. Podemos observar que a nuvem eletrénica desses anéis tomou-se menos
blindada com a particdo, provavelmente pela proximidade espacial com grupamentos no
empacotamento da membrana. Um exemplo é a TTC onde os protons da posigdo 3,5 do anel
sofreram uma variagéo ligeiramente menor do que os protons da posigdo 2,6 indicando que
estes (ltimos substituintes (orto) devem estar préximos a algum grupamento polar (carbonila
?) da EPC ou em regido de menor mobilidade da bicamada o que concorda com o modelo de
insergdo longitudinal da TTC (Boulanger ef al, 1981).

Cabe ressaltar o desiocamento dos prétons metiténicos situados entre a carbonila e
o grupamento amina da LDC. Além dos protons aromaticos, somente esses mostraram
alteragio de deslocamento gquimico,

Nec caso da BZC, a grande variagdo observada nos protons arométicos se deve ao
fato de que o deslocamento quimico dela em meio isotropico foi feito em D,O/DMSO,
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diferente dos outros AL cujo deslocamento quimico observado em meio isotropico foi feito em
D;0.

Em relacio aos protons da EPC, n8o hé alferagfo eviderte do deslocamento quimico
(A < 0,05 ppm) a nao ser pelo proton da cabega polar (pico H) na presenga de L.DC. Esse
dado fomeceu informagdes especificas quanto a localizagdc deste Al nas vesiculas
pequenas e evidencia a proximidade espacial entre a 1LDC e o grupamento amina da cabega
polar do lipidio. Isto nos faz supor que haja uma perda de orientacdo da colina por
intercalagao da LDC (efeito espagador entre os lipidios).

4.2 4.2) Medidas de tempo de relaxac8o longitudinal para o sistema AL:EPC

As medidas de T1 foram feitas pela técnica de recuperagdo do sinal invertido,
conforme descrito em métodos usando uma lista de 16 tempos de espera (10, 50, 100, 200,
400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1200, 1400, 1800, 2000, 2500, 3000 ms).

Determinamos os valores de tempo de relaxagio longitudinal (T,) dos protons de
vesiculas sonicadas de EPC, na auséncia e na presenga de anestésicos locais. AlteragGes de
T, podem fornecer indicagbes da localizacdo preferencial de cada anestésico, no interior da
bicamada. Foram feitas pelo menos duas medidas para cada AL.

A necessidade de um controle para cada AL é justificada pela instabilidade das
SUV. Observamos que amostras preparadas com antecedéncia de 1 dia sofreram diminuigio
progressiva dos valores de T,. Por isso passamos a preparar as SUV no dia do experimento e
sempre em pares. EPC, EPC+AL.

Nos estudos de tempos de relaxacgio (T¢) para os sistemas lipidio: anestésico foram
feitas duas abordagens para apresentacdo dos resuitados: na primeira demostramos as
alteracdes nos valores de T, dos prétons da EPC, em auséncia e presenga de anestésicos.
Na segunda, demonstramos aitérag.ﬁes nos valores de T, dos anestésicos em meio isotropico
contra valores destes prétons em sistemnas membranares. As medidas de T, foram realizadas
em espectrometros de 300 e 500 MHz.

A partir da atribuigdo dos protons da EPC, mostrados na Tabela 7, apresentamos 0s
dados de T, na Tabela 12.



Tabela 12 Valores de T, (em segundos) observados para os protons { A - K} da EPC ¢om e sern anestésicos
locais (BZC, LDC e TTC). Amostras em DO, pH 10,5, EPC (65mM), razdo molar AL.EPC 1:3, na membrana, t=30 °C. Ver
atribuicBes nas Tabelas 8, 9 e 10. Experimentos realizados em um espectrémetro Varian 300 MHz (BZC) e em um Bruker
DRXS00MHz (LDC e TTC).

Controle(EPC} EPC+BZC | Controle(EPC) EPC+LDC | Controle(EPC) EPC+TTC

A 0,841 0,880 0,249 0,917 0,995 0,858
B 0,578 0,622 0,709 0,692 0,745 0,720
C -~ - 0.600 0.605 0,625 0,654
D 0,515 0,557 0,666 0,658 0.695 0,682
E 0,439 0,470 0,580 0,589 0,603 s

F 0,536 0,563 0,727 - 0,730 0,725
G 0,417 0,466 0,515 0,529 0,538 0,533
H 0,395 0,430 0,536 0,577 0,544 0,544
I 0,434 0,465 0,620 0,601 0,624 0,621
I’ -- - 0,623 0,602 0,615 0.613
J 0,435 0,436 0,611 0,610 0,648 0,645
K 0,576 0,625 0,760 0,750 0,773 0,756

- Nao determinados por problemas de sobreposigao de picos (AL/EPC).

O aumento nos valores de T, da EPC na presenga de anestésico, indica maior
mobilidade rotacional dos protons da EPC por agdo dos AL, em concordéncia com o efeito
desorganizador dos anestésicos em membranas mostrados por 2H-RMN (Boulanger et al,
1980,1981; Westman ef al, 1982; Kelusky & Smith, 1984) e RPE (Butler et af, 1973, Neal et
al, 1976; de Paula & Schreier, 1995). Quanto maior a mobilidade, menor a probabilidade de
perda de energia para a rede de moléculas do sistema e maior o tempo de relaxagéo.

A partir dos dados da Tabela 12 foram construidos graficos da variagdo dos valores
de T, (do controle e do sistema EPC:AL). Os graficos podem ser vistos nas Fig. 29 (BZC), 30
(LDC) e 31 (TTC).

Nestes graficos os protons nas abcissas (identificados pelas letras de A a K, Tabela
7) estdo arranjados de acordo com a estrutura da molécuia de EPC (forma estendida), indo
da colina & esquerda até o CHs terminal da cadeia acila, & direita. Desta forma procuramos
evidenciar a(s) regido(bes) de maior alteracio da bicamada, na presenga dos AL em sua
forma neutra.
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Fig. 29 "H-RMN: Valores de T, (s) dos prétons da EPC, na presenga e auséncia de BZC
(BZC:EPC 1:3 na membrana) EPC 65 mM - pH 105 - t=30°C.
1.0
- -
(b)
0.9 - /7
0.8 1 & s . ,/’/a:"d
: o /.P/
’UT 55 . ’//;:\‘ .
=L 074 W B
- TR : ' A
B /M
0.6 e TR &
:7,§ . ";/
. 5/ —a— EPC
05 - g —&— EPC+|.DC
! I T T T I I ] F ¥ E ! i * i ' 3 ! i !
G H ! 3 J E C B b K A
(a}

Fig. 30 'H-RMN: Valores de T, {s) dos protons da EFC na presenca e auséncia de LDC. (AL.EPC
1:3 na membrana) EPC 65 mM - pH 105 - t=30 °C. a} 500 MHz e b) detalhe do T, dos prétons da cabega polar
do glicerol medidos em 400 MHz.
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Fig. 31 'H-RMN: Valores de T (s) dos prétens da EPC na presenca e auséncia de TTC. (ALEPC
4:3 na membrana) EPC 65 mM - pH 105-1=30°C.

Os valores de T, da EPC (controle) determinados estdo bem proximos aos relatados
por Kuroda et al. (1986) e Baber ef al. (1995). Analisando o perfil das curvas dos valores de
T: ao longo da moiéculas de EPC verificamos que:

i) os prétons da cabega polar estdo bastante imobilizados, refletindo sua interagio
com lipidios vizinhos (tem os menores valores de T+ determinados);

ii) os prétons vizinhos ao grupamento fosfato e aqueles do glicerol tem valores de T4
proximos entre si e maiores que 0s da coling;

iii) na cadeia acila os protons o e f§ (E e C) estéo bastante restritos e os valores de
T, crescem em direcéo ao CH; terminal que possui os maiores valores de Ty registrados.

iv) Além dos carbonos « e B a resolugio dos protons da cadeia acila esta restrita ao
pico B, que representa a média dos demais protons, com excegdo dos envolvidos em dupla
ligagao (K) ou proximos a uma (D) ou duas insaturagbes (F).

Os graficos mostram que é possivel determinar regides de interagdo preferencial
para cada anestésico.

Na Fig. 29, observamos aumento nos valores de T, de varios protons da EPC,
indicando assim que a molécula de BZC no interior da membrana faz aumentar a mobilidade
rotacional de varios segmentos da mesma. Nota-se aumento dos T; na regido da cabecga
polar (picos H e G), bem come na cadeia acila. A BZC também parece alterar indistintamente
outras regides da cadeia acila.
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Para a LDC (Fig. 30) os picos G e H da EPC tem seu valor de T, aumentado em
concordancia com a variagio citada no deslocamento quimico desses protons. Além disso 0s
valores de T, dos picos | e I" estdo diminuidos. Estes resultados indicam que a LDC insere-se
nas proximidades do grupamento fosfato (picos | e I’} aumentando a relaxagdo spin-rede
nessa porgao e liberando as cabegas polares de suas interagbes (com os lipidios adjacentes).

Experimentos realizados com variagdo de temperatura, medidos entre 10-40 ‘c
confirmaram esses resultados (comunicagio pessoal de Leonardo F. Fraceto, resuitados ndo
mostrados).

Na Fig. 31, ndo verificamos mudangas significativas nos valores de T, para o
sistema EPC:TTC. Esse resultado € curioso pois a TTC é conhecida desorganizadora de
membranas, mas € explicado se consideranmos sua geometria e sua insergdo mais
aprofundada do que a dos demais AL {maior hidrofobicidade) nao alterando o Ty da cabega
polar. Na verdade esses resultados estariam de acordo com os relatados por Boulanger et al.
(1981) em vesiculas muitilamelares de EPC. Esses autores ndo encontraram variagio na
anisotropia do deslocamento quimico do fosfato na presenga de TTC neutra e um pequeno
efeito (8%) com TTC protonada. Na analise dos resuttados € necessario pensar que vesiculas
sonicadas tem grau de curvatura elevado e pode haver uma inser¢ao diferente dos AL neste
tipo de vesicula.

4.2.4.3) Alferagbes nos valores de T1 dos protons dos AL

Foram realizadas medidas dos valores de tempo de relaxaglo dos trés anestésicos
em meio isotropico, para comparacéo com os valores de Al em membrana (Tabela 13).

Tabela 13 Valores de T, (em segundos) para os prétons dos anestésices locais (BZC, LDC, TTC) em meic
isotropice e em vesiculas unilamelares de EPC. Amostras em D20/DMSC deuterado 1:1 (BZC) e em D0 (LDC, TTC),
{AL}- 15mM em meio isotropico. Condiges idénticas as da Tabela 12. Experimento realizado num espectrimetro Varian
(300 MHz).

BZC LDC TTC
D,O/DMSO EPC em DO em EPC em D0 em EPC
a 2,081 - 1,242 0,544 1,912 0,622
b 1,607 - 1,409 0,566 1,734 -
c 2,787 0,951 0,841 0,427 1,275 -
d 3,087 0,970 0,695 0,384 1,128 0,433
e 2,858 0,765 0,726 0,400
f 0,656 -
g 0,732 0,441
h 1,154 0,641
i 1,799 0,800

-~ Nao determinado devido & sobreposigdio com picos de EPC.
*pHS50




Assim como para os valores de T, do lipidio foram construidos gréaficos dos valores
de T1 dos protons dos anestésicos em D,O/DMSO (para a BZC) e D;O (para LDC e TTC)
conira os valores em membrana. Os graficos podem ser vistos nas Fig. 32 (BZC), 33 (LDC) e
34 (TTC). Agora é a molécula do AL que esta na forma estendida. O grafico mostra a regiéo
hidrofébica e anel aromatico da molécula, a esquerda indo até os grupamenios polares, a

direita.
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Fig. 32 "H-RMN: Valores de T, (s) dos prétons da BZC em meio isolropico e em vesiculas

unitamelares de EPC (65 mM, pH 10.5) a 30°C.
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Fig.33 'H-RMN - Valores de T, (s) dos prétons da LDC em DO (pH 10,5) e em vesiculas unilamelares de

EPC (65 mM, pH 105) 2 30 °C.
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Fig. 34 "HLRMN - Valores de T, (s) dos prétons da TTC em D0 {pH 50) e em vesiculas unilamelares de
£PC (65 mM, pH 105) a 30°C.

Observamos que, nos trés casos, hd uma diminuicdo nos valores de Ty pela
insergdo no meio anisotrépico da membrana, o gue constitui uma evidéncia incontestavel da
particdo desses AL na bicamada lipidica. Além disso, a diminuigao nos vaiores de Ty &
observada para todos os prétons (identificaveis) dos trés AL, mostrande que a molécula esta
toda imersa na membrana e ndo somente parte dela.

Por outro lado, em média os valores de T, dos AL na membrana séo ligeiramente
maiores que 0s dos protons da EPC (controles sem AL, Tabelas 12 e 13), refletindo a maior
fiberdade de rotagio dos protons da molécula do anestésico (pequena) em relagdo aos
protons lipidicos. De fato, nos espectros de 'H-RMN pode-se visivelmente detectar quais os
picos referem-se aos protons do anestésico, que sd0 mais estreitos e chegam a manter a
resolucio de acoplamentos J (dubletos, tripletos).

A variacdo de T, afeta de forma diferente os protons dos AL, como fica evidente na
Fig.33, pois todos os picos dos prétons da LDC séo resolvidos. Neste caso, todos os protons
parecem estar bastante imobilizados (T, dos alifaticos < 0,6 s) em concordéncia com 0s
resultados anteriores de RPE e RMN.

No caso da BZC e TTC, que possuem 2 pares de protons ndo equivalentes em
substituico orto (2, 6) e meta (3, 5) pode-se determinar que, em meio isotrépico, a relaxagio
dos prétons em posicéo orto é mais lenta (T4 maior). Na membrana a TTC mantém essa
diferenga, embora os valores de T, caiam bastante. Ja a BZC apresenta valores de T,
praticamente iguais (~ 0.95 s} e maiores que 0S dos protons aromaticos da TTC, na
membrana. Esses resultados indicam diferente localizagdo do anel benzobico da TTC e BZC
na membrana e, se considerarmos os valores absolutos de T, temos que o anel da BZC esta
em ambiente de maior liberdade rotacional (T:=0,95s) que o da TTC, que detecta diferengas




de mobilidade dos prétons em orto e meta em regido menos mével da membrana (T:=0,81 e
0,64s respectivamente). O anel benzdico da TTC estaria situado na regido de menor
mobilidade rotacional (carbonos 2 a 8 da cadeia acila, como indicam medidas de T, de °H-
RMN; de Paula, 1993) sendo os prétons em substituigdo meta mais restritos que os em
posigéo orto (insergéo longitudinal?). Voltando & BZC, os dados de T, n#o sdo suficientes
para apontar uma localizacdo preferencial deste AL na bicamada, o que esta de acordo com
0s resuitados obtidos por RPE (BZC tem efeito desorganizador menor que os demais AL e -
néo ha diferencga entre os marcadores nas posicbes 5, 7 e 12 da cadeia acila).



4.2.4.4) Experimentos de NOE bidimensionais

Uma outra abordagem do experimento de 'H-RMN sao as medidas do Efeito
Nuclear Qverhauser (NOE).

Como descrita em métodos, as medidas de NOE fornecem informagbes sobre a
proximidade espacial de prétons vizinhos (Gil & Geraldes, 1987). O NOE depende do tempo
de correlagao rotacional das moléculas e no caso de sistemas membranares, com tempos de
correlacio longos, os valores de NOE ficam negativos e tendem a ser inespecificos (Kalk &
Berendsen, 1976). Isso acontece em condigdes de equilibrio e reflete a prevaléncia da
relaxacgao longitudinal (spin-rede, T,) em que a saturacio de um préton € percebida por todos
os outros (Kalk & Berendsen, 1976; Dobson et al, 1982). Essa condigdo € chamada de
difusdo de spins e deve ser evitada a fim de que sejam preservadas as informacdes de
proximidade espacial das medidas de NOE.

Em membranas, o grafico do efeito Overhauser pelo tempo de espera {tempo de
“mixing” nos experimentos de 2D) entre a pré-saturagéo especifica € 0 pulso de 90° é
representado por uma hipérbole (Kuroda & Kitamura, 1984; Ellena ef al., 1988; Baber ef al,
1995). Em membranas de EPC Kuroda & Kitamura (1984} mostraram que 0 ponto de inflexao
desses graficos, para todos os prétons da EPC estd sempre acima de 0,3 s, num
espectrémetro operando a 200 MHz. Assim, em tempos de pré-irradiagdo longos 0s NOE
atingem um equilibrio, enquanto em tempos curtos tem-se valores de NOE crescentes (“build
up”) e especificos, i.e., refletindo a proximidade espacial entre 0s protons acoplados. Em
trabalho anterior, medimos os valores de NOE no sistema AL:EPC com 0,2 s de espera e
comparamos com medidas feitas com 2 s de espera (NOE de equilibrio), i.e., com difusdo de
spins. Os resultados com 9 AL indicavam alteragbes nos protons lipidicos proximos ao
glicero! (de Paula, 1993). Neste trabalho, utilizamos a abordagem de variar 05 tempos de
espera na faixa de “build up® e usar sequéncias bidimensionais, que permitem a pré-
saturagio simultinea de todos os picos dos protons de AL € lipidios.

Resultados com medidas feitas a partir de seqgiiéncia NOESYSHPR (sem variagio
no “rotation frame”) foram descartados porque o ruido é grande, dificuttando as medidas de
NOE intermoleculares, melhor resolvidos na sequéncia de pulsos ROESY. O ruido é tal que
ndo se pode utilizar tempos de “mixing” maiores que 0,2's.

Para o sistema AL:EPC, a partir do programa de pulso ROESYSHPR obtivemos
espectros bidimensionais como os mostrados nas Figs. 35, 36 e 37, onde utilizarmos um
temnpo de “rixing” de 0,1 s. Medidas em outros tempos de “mixing” também foram realizadas
(25, 50, 200, 300 e 400 ms).



ppm

[0.0

[2.0

40

I
g

e

¥ r6.0

i

4

L8.0

PEM 20 5.0 40 2.0 0.0

Fig.35 'H RMN - Espectro obfido no experimento de 2D-ROESY para BZC:EPC. Razdo molar 1:3 na
membrana. [EPC]= 65 mM, tempo de “mixing” = 100ms, pH 10,5, =30 °C, 400 MHz.
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Fig.36 'H RMN - Espectro oblido no expefimento de 2D-ROESY para LDC:EPC. Razéo molar 1:3 na
membrana, [EPC]= 65 mM, tempo de “mixing” = 100ms, pH 10,5, t=30 °C, 400 MHz.
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Fig.37 'H RMN - Espectro obfido no experimento de 2D-ROESY para TTC.EFPC. Razéo molar 1:3 na
membrana. [EPCI= 65 mM, tempo de “mixing” = 100ms, pH 105, t=30 °C, 400 MHz.

Nestes graficos, os espectros monodimensionais sdo mostrados nos eixos. Os picos
fora da diagonal {“cross peaks") indicam NOE. ‘

Uma lista dos “cross-peaks” encontrados, porém com tempo de “mixing” de 50 ms,
podem ser vistos nas Tabelas 14 a 16. O tempo de 50ms foi escolhido para ser mostrado por
ser o minimo necessario para desenvolvimento (determinagdo) dos NOE intermoleculares.
Conforme o tempo de “mixing” vai aumentando, o ruido também aumenta, por isso a escolha
dos tempos deve ser feita de modo a se evitar o aumento de ruido de fundo (o que produziria
falsos “cross-peaks”) e gue o tempo seja suficiente para que 0s “coss-peaks” aparecam. As
Tabelas foram montadas apés andlise com diferentes cortes espectrais e ajuste de fase, a fim
de eliminar possiveis artefatos. Além disso, os picos intermoleculares foram analisados em
relagao aos espectros com maior tempo de “mixing” e foram mantidos 0s que continuavam a
aparecer nestes espectros.

No caso da BZC e da TTC, nio foi possivel usar tempos de "mixing” superiores a

100 ms, pois 0s picos aromaticos iam sendo saturados aos poucos, em tempos maiores.




Tabela 14 “Cross-peaks” enconirados na andlise do experimentc de ROESY do sistema BZC:EPC, com um
tempo de "mixing” de 50 ms (espectrémetro de 400MHz, Fig. 35)

intramoleculares intermoleculares
EPC AL AL-EPC

K-dJ - H-G d-c d-G
K-H H-F -G
K-G H-E

K-F H-B

K-D G-D

K-B G-B

K-A G-A

J-1 F-D

-H F-B

I-G D-B

I-E D-A

I-B B-A

Tabela 15 "Cross-peaks” encontradoes nz andlise do experimento de ROESY do sistema LDC:EPC, com tempos
de "“mixing” de 50, 100, 300 e 400 ms {espectrémetro de 400MHz, Fig. 36).

Intramoleculares intermoleculares
EPC AL AL-EPC
Tempos de “mixing” (ms) Tempaos de “mixing” {mMs) Tempos de “mixing” {ms)

50 | 100 300 | 400 50 100 | 300 400 50 100 200 400

K-G | KG| KG K-G e-b eb | eb e-b e-G e-G e-G e-G
KD | K-D| KD K-D d-c d-c | d-c d-c b-G b-G b-G b-G

gl ] H J-l J-1 d-b d-b | d-b d-b e-B e-B e-B
KB |KB| KB{ KB | da | da|da| da eA | eA | eA
-H oy H | H I-H ¢-b c-b | ¢b c-b a-G a-G
-G | G| -G I-G c-a ca| ca c-a c-A c-A
H-G | H-G| H-G | H-G ba | ba b-a a-K a-B
F-D | F-D| F-D | FD e-a | e-a e-a b-B a-D
DB DB| DB | DB e-g ¢-B a-E
B-A | B-A|] B-A | B-A e-c a-H
K-J | KiJ| GA | G-A cD

KAl KA | KA
GB | DA}l GB| DA
K-F| K-F K-F
K-1




Tabeta 16 “Cross-peaks” encontrados na andlise do experimento de ROESY go sistema TTC.EPC,
com um tempo de "mixing” de 50 ms (espectrémetro de 400MHz, Fig. 37}

intramoleculares

EPC AL
K-G -G h-i
K-F H-G i-e
K-D G-B i-d
K-B G-A g-e
K-A F-D g-d
J-1 B-A e-d
I-H B-D

Analisando as interagdes entre protons da EPC (Tabelas 14 a 16) detectamos varios
“cross-peaks” intramoleculares para os protons proximos entre si {ex: J-1, |-G, K-B, F-D} ou
em carbonos adjacentes (ex: H-G, I-H, K-D, B-A). Esses resultados sdo comuns aos trés AL e
os “cross peaks” vao aumentando em nimero e area com tempos mais longos (ver Tabela
18), revelando a contribuicBo crescente da difusdo de spins nos NOE negativos aqui
relatados.

Na Tabela 14, além dos NOE intramoleculares da EPC e AL, foram determinados
NOE intermoleculares entre os protons aromaticos da BZC (¢ e d) e 0s grupamenios metila
da colina da EPC (pico G). A sobreposigdc dos picos a e b da BZC com picos da EPC
impediram a analise de NOE destes protons. Esse resultado demonstra que a BZC, em
vesiculas unilamelares, insere-se superficialmente, nas proximidades da cabeca polar.
Resultados de T, (RMN) e RPE nfo detectaram regido preferencial para a inser¢éo da BZC,
que parece afetar tanto protons da cabega polar como do interior da bicamada. Assim,
acreditamos que o NOE detectado registra apenas uma das possiveis insergdes da BZC na
bicamada, isto &, uma insercio bastante superficial. Insergbes mais profundas talvez nao
tenham sido detectadas por NOE nos tempos de “mixing” que se pode testar com a BZC.
aponta para uma localizag8o bastante superficial da BZC em vesiculas unilamelares, e esté
de acordo com os resultados de T, ja apresentados. Aqueles resultados mostravam aumento
da liberdade rotacional dos prétons da colina, 0 que pode ser explicado pela inser¢io da BZC
entre os lipidios, aumentando o espagamento local e liberandc o grupamento amina de
interagbes eletrostaticas com grupos fosfato de lipidios adjacentes. A0 mesmo tempo, uma
insergéo da BZC com seu anel aromatico ao nivel do grupamento fosfato e glicerol explicaria
o aumento da mobilidade em protons da cadeia acila {detectads nas medidas de T4) € a
desorganizagdo nao diferenciada (entre os marcadores 5, 7 e 12 MeSl) determinada por
RPE.



Na Tabela 15 estdo listados os “cross-peaks” determinados para o sistema
LDC:EPC. Além dos NOE intramoleculares, detectamos dois “cross-peaks” intermoleculares,
entre a cabega polar da EPC e prétons da LDC (H-b, H-e). Com aumento do tempo de
*mixing” a especificidade das medidas de NOE vai sendo perdida, sendo detectados “cross-
peaks” entre praticamente todos os protons do sisterna, por efeito da difusdo inespecifica de
spins.

Os resuitados obtidos com 50 ms indicam localizagdo superficial da LDC nessas
vesiculas e estdo em perfeita concorddncia com os resultados de T4 e obtidos por RPE, de
forma que propomos um modelo de insergdo da LDC neutra em vesiculas de EPC conforme
a Fig.38.
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Fig. 38 Modelo proposto da insergao da LDC em membrares de EPC.
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Embora considerando possiveis diferengas na localizagdo dos AL entre vesiculas
pequenas e grandes, a localizagao superficial da BZC e LDC apontada pelos dados de RMN
estdo em boa concordancia com os dados obtidos por RPE ern vesiculas multilamelares
grandes. A localizagao dos anéis arométicos da BZC e LDC na regiao do glicerol faz com que
essas moléculas criem um espagamento entre os lipidios que € sentido como uma
desorganizagdo geral da cadeia acila, nas posigbes monitoradas pelas sondas
paramagnéticas. No caso da LDC, esse espagamento € mais efetivo, sendo responsave! pelo
grande efeito desorganizador desse Al.

Observando os dados da Tabela 16 verificamos que ndo ha evidéncias de “cross
peaks” entre os protons da TTC e os da EPC. A molécula da TTC tem a caracteristica de ser
mais hidrofobica, cilindrica e pouco volumosa. Sendo assim, ela insere-se mais
profundamente na bicamada ndo sendo detectada nas medidas de T, e 2D-NOE a nivel da
cabeca polar da EPC. Ela porém, deve preencher melhor o espagamento criado pela sua
insergéo entre os lipidios. Estes dados est&o de acordo com os de RPE, que demonstram que
ela insere-se mais profundamente que os outros dois Al estudados.

Os resultados aqui apresentados comprovam a importdncia dos parametros
hidrofobicos e estéricos na determinagdo do efeito perturbador do AL sobre bicamadas
lipidicas. O primeiro para@metro justifica os estudos com a forrna neutra (mais hidrofobica) dos
AL e o segundo (efeitos estéricos) abre uma perspectiva interessante para o entendimento do
mecanismo de anestesia, i.e., a analise da localizag@o preferencial do AL no interior da

bicamada, modulando seu acesso a proteina canal de sédio.

2



5) CONCLUSOES

« Os trés AL estudados interagem com membranas lipidicas e bioldgicas, causando
desorganizagido da bicamada (RPE) e hemodlise, respectivamente. Estes efeifos séo
proporcionais a hidrofobicidade destes compostos;

& A baixa solubilidade aquosa da TTC limita sua particio em membranas e por isso a LDC
(Pepo=144) atinge efeito maximo desorganizador maior que 0 da TTC (P.p=868);

s A desorganizagdo é proporcional ao impedimento estérico devido a insergdo do AL na
bicamada. O efeito desorganizador da LDC & maior que ¢ da BZC;

» O efeito desorganizador é também determinado pela localizagdo do AL dentro da
bicamada. O anel aromatico da TTC situa-se na regido monitorada pelo marcador de spin
7-MeSL., enquanto o da LDC estd proximo (ou acima) do marcador 5-MeSL, nas
vesiculas multilamelares. Nfo ha evidéncia de inser¢io preferencial da BZC nas regides
monitoradas pelas sondas de RPE;

+ Por medidas de 'H-RMN, registramos que a LDC localiza-se superficialmente causando
um espagamento tal que libera as cabegas polares das interagfes eletrostaticas amina-
fosfato entre lipidios adjacentes, aumentando os valores de T, dos prétons da colina;

= Ha evidéncias da localizagdo da BZC na regifo da cabeca polar dos fosfolipidios, porém
com efeitos menos pronunciados sobre os protons lipidicos;

s Os resultados apresentados mostram como as técnicas de Ressondncia Magnética
Eletrénica e Nuclear s&o sensiveis aos fendmenos de movimentagio e orientagdo das
moléculas, sendo por isso adequadas ao estudo de paradmetros estruturais e dindmicos
das biomembranas na sua interagdo com compostos farmacologicamente ativos.

A Benzocaina, Lidocaina e Tetracaina sfo anestésicos locais represenianies das
trés principais classes de AL de uso clinico atual e, dentro de suas classes, sd0 os mais
usados clinicamente devido a sua poténcia (TTC), solubilidade aquosa e aplicagio nas
infiltragBes ou bloqueios da anestesia regional (LDC), ou adequagéo ao uso topico (BZC).

A interacdo da forma neutra desses AL com membranas lipidicas parece refletir seus
efeitos farmacologicos, sendo mais potentes os AL mais hidrofdbicos. Esses resultados
assumem importancia consideravel a luz dos recentes relatos sobre a existéncia de sitios
hidrofébicos no canal de Na' eletricamente responsivo (Ragsdale ef al. 1994, 1996). Assim,
a agio anestésica se daria ap6s partic8o do AL desprotonado na bicamada lipidica, cuja
insercdo lhe conferiria a orientag&o e localizagdo propicia a interagdo no sitio de agho
protéico.

Desta forma, a interpretagio do mecanismo de anestesia deixa de ter a abordagem
restrita das diferentes teorias (hip6tese do lipidio vs. interagio com a proteina canal de Na”)
para uma analise mais global. Esta abordagem considera igualmente importantes a
modificagdo na fase lipidica causada pelos anestésicos locais e sua consequéncia nas
mudangas conformacionais que levam a inativagéo do canal de Na™.
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