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RESUMO

Varias teorias sobre o mecanismo de agfio de anestésicos locais (AL) s8o descritas
na literatura. Podemos destacar as que tentam exphcar os efeiios diretos dos AL sobre a
proteina canal de s6dio ¢ as que levam em conta a interagBo dos mesmos com a fase
lipidica membranar.

Também € bastante conhecida a correlacio direta enive a hidrofobicidade das
moléculas dos AL e sua poténcia anestésica clinica. Desta forma € muito razodvel pensar
que, no mecanismo de acfio dos AL, a interagho destes compostos anfiflicos com a
membrana seja de fundamental importéncia e também que os AL, em sua forma neutra (nfio
carregada), teriam um papel especial visto que apresentam maior afinidade pela fase
lipidica, em relag#o a forma protonada.

Neste trabatho, visando um melhor entendimento da interacio AL com a fase
membranar, escolhemos estudar a forma neutra de quatro anestésicos da familia das amino-
amidas (lidocaina, etidocaina, mepivacaina e bupivacaina) em lipossomos unilamelares de
fosfatidiicolina de ovo (EPC). A escolha se deu pelo fato destes AL serem bastantes
utilizados na clinica e por existirem poucos estudos envolvendo a forma neutra destes em
sisternas membranares. Embora pertencentesa uma série homodloga estes AL apresentam
propriedades quimicas (hidrofobicidade) e estéricas (ciclicos vs nfo-ciclicos) bem
diferentes.

Utilizamos varias técmicas espectroscopicas: Ressondncia Paramagnética
Eletrénica (RPE), Fluorescéncia, Infravermelbo ¢ Ressonfincia Magnética Nuclear (RMN)}
de hidrogénio e fosforo para obtermos informacBes especificas sobre a interacio AL e
membrana. Nos experimentos de RPE e fluorescéncia sondas membranares em diferentes
profundidades da cadeia acila foram dteis para evidenciar que a membrana lipidica se
desorganiza quando incorporamos os quatro anestésicos, mas com variaches guantitativas
que refletem a localizagfo preferencial de cada AL no interior das bicamadas.

As medidas de infravermelho e RMN de fésforo mostraram que a partigio dos AL
na membrana causa maior acesso de moléculas de dgua a regifio do grupo fosfato e glicerol
dos lipidios, compativel com a desorganizacio da membrana causada pelos AL e com o

espacamento lateral criado pela inser¢do dos mesmos entre as moléculas lipidicas.



Utilizando a técnica de RMN de hidrogénio, verificamos que os AL particionam
no interior das bicamadas, como observado pelo alargamento dos sinais dos picos dos
hidrogénios dos Al quando em membrana, indicando uma menor mobilidade destes, em
relagio ac meio aquoso. Medidas do tempo de relaxacfio longitudinal (T} mostraram-se de
grande importincia na investigacio da Iocaﬁzag:ﬁb preferencial dos AL, onde alteragdes nos
hidrogénios de regifes mais profundas da bicamada foram detectados somente para o5 AL
mais hidrofébicos (etidocaina e bupivacaina). Medidas do efeito nuclear Overhauser
(ROESY), revelaram “cross-peaks” intermoleculares (AL :lipidio} compativeis com uma
localizag8o preferencial desses AL.

Considerande que os AL atravessam rapidamente a bicamada e que sua
localizagdo no interior desta é melhor representada por uma fimgio de distribuiciic {em
relacio 2 normal da bicamada), apresentamos agqui evidéncias de regides de maior
probabilidade de distribuicgo, isto €, onde os AL se encontrariam na maior parte do tempo.
Um modelo de localizagio ¢ apresentado para cada anestésico.

Desta forma, pudemos demostrar que os anestésicos particionam em vesiculas
unilamelares de EPC causando maior desorganizagio que em lipossomos multilamelares,
estudados anteriormente. A perturbacfio da membrana nfo & proporcional 3 hidrofobicidade
dos compostos, nem mesmo quando presentes na mesma razio molar, Al:lipidio, na
membrana. Os AL apresentam uma regifio preferencial de inserciio no interior da bicamada
lipidica, de acordo com suas propriedades quimicas, ou seja, os mais hidrofébicos
(etidocaina e bupivacaina) se inserem muis profindamente que os hidrofilicos (lidocainz ¢
mepivacaina), cujos anéis aromaticos se encaixariam na regifio do glicerol. A insercio em
regiSes mais profundas da bicamada aumentaria a poténcia anestésica por facilitar ¢ acesso

dessas moléculas a sitios hidrof6bicos, no canal de sédio voltagem-dependente.



ABSTRACT

Literature carries many theories about the mechanism of action of local anesthetics
(LA). We can highlight those that focus on the direct effect of LA on the sodium chanpel
protein and the ones that consider the interaction of anesthetic molecules with the lipid
membrane phase. ‘

The direct correlation between LA hydrophobicity and anesthetic potency is well
known. So, it is reasonable to consider that the interaction of these amphiphilic compounds
with the membrane could be of great importance, as well as the neutral (uncharged) form
interaction, since its affinity for the membrane is higher than the protonated LA species.

To better understand the LA — Iipid membrane phase interaction, we have chosen
to study the neutral form of four aminc-amide local anesthetics (lidocaine, etidocaine,
mepivacaine and bupivacaine) in unilamellar liposomes of phosphatidylcholine (EPC). The
choice was made because these LA are clinically used and there are just a few studies
involving the neutral species in membrane systems. These anesthetics belong to a
homologous series but show quite different physicochemical properties such as
hydrophobicity and steric parameters {mainly the cyclic vs. the non-cyclic).

We have employed different spectroscopic techmigues such as Electron
Paramagnetic Resonance (EPR), Fluorescence, Infra-Red and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) of hydrogen and phosphorus to obtain information about the specific interaction of
LA with the membrane. In EPR and fluorescence measurements membrane probes inserted
to different depths of the lipid acyl chain revealed that all the four anesthetics led to a
decrease in membrane organization, but with quantitative differences related to the
preferential positioning of each molecule inside the bilayer.

IR and phosphorus-NMR measurements have clearly shown that partition of the
LA molecule favors the access of water molecules up to the phosphate and glycerocl
moieties. These results are quite compatible with the decrease in membrane organization
and can be explained by the spacement created by the LA insertion in-between the lipid
molecuies.

Hydrogen NMR ('H-NMR) techniques evidenced LA partition inside the
membrane, as shown by the broadening of the anesthetics 'H peaks when they move from



the water to the membrane phase. Longitudinal relaxation time {T:) measurements were
quite useful in the investigation of the preferential positioning of LA in the bilayer: just the
more hydrophobic anesthetics (etidocaine and bupivacaine) were able to disturb the
mobility of lipid hydrogens in the acyl chain core region. Nuclear Overhauser effect
(ROESY) experiments revealed LA:lipid cross-peaks consistent with the preferential
nsertion of these molecules.

Considering that LA crosses the membranes in a fast way and that its location
inside the bilayer is best represented by a distribution function (against the bilayer normal),
we have brought together clear evidences of regions with greater probabilities of finding
the LA, i.e., where the LA stay most of the time. A model for the LA location inside the
bilayer is presented.

We show here that local anesthetics partition causes a greater change in membrane
organization in unilamellar than in multilamellar EPC vesicles, previously studied in our
laboratory. Membrane perturbation is not proportional to the LA hydrophobicity, even
when equal LA:lipid molar ratios are preseht inside the membrane. Each LA seems to have
a preferential positioning inside the bilayer, determined by its chemical properties, ie., the
more hydrophobic (etidocaine and bupivacaine) prefer deeper regions than the more
hydrophilic (lidocaine and mepivacaine), which aromatic rings would lye in the glycerol
moiety. We believe that the deeper insertion would favor anesthetic potency by facilitating
the access of the molecule to hyvdrophobic sites of the sodiumn channel protein.



Introducds

1 - INTRODUCAQ

1.1 - ANESTESICOS LOCAIS

Anestesicos locais (AL) compreendem um grande ntmero de moléculas, de
diferentes estruturas quimicas: amino-ésteres, amino-amidas, amino-cetonas, amidas,
alcoois, tio-€steres, tio-amidas, derivados de uréia, poliéteres, etc (Gupta, 1991), capazes
de bloguear a conduglio do estimulo nervoso.

Al diferem dos anestésicos gerais por sua acfio regional ¢ porque esses liltimos
sdo aplicados via sistémica, direta (no sangue) ou indiretamente (pulmdes). Além disso os
AL agem sobre os axdnios, enquanto os anestésicos gerais atuam nas transmissdes
sinapticas (Covino & Vassalo, 1976; Strichartz & Ritchie, 1987, de Jong, 1994).

Por serem moléculas anfifificas, os AL tém grande afinidade pela membrana
celular. Em membranas excitiveis, eles diminuem a velocidade de despolarizagio,
inativando os canais de sodio voltagem-dependentes dos axdnios, impedindo assim ¢
influxo de ions necessarios 4 despolarizagio da membrana (Covine & Vassalo, 1976).

Podemos classificar as teorias propostas para explicar os mecanismos de agfio
dos AL em duas categorias: a que atribui o efeito anestésico a ligagdo dos AL na proteina
canal de s6dic e a que considera a interaciio do AL com os lipidios da membrana
(conhecida como “biptese do lipidio™) como o mecanismo responsdvel pelas alteracBes
no canal.

Dentro das duas teorias mais aceitas sobre o mecanismo de acgfo dos AL,
algumas observagOes j& foram feitas, em favor da interagfio especifica Al-canal de Na'.
Primeiramente encontramos na literatura mimeras descricdes da interacdo dos AL com
proteinas membranares, como: calmoduling, canais de potassio, receptores de
acetilcolina, ATP-ases microssomais e mitocondriais, citocromo oxidase, proteina G,
proteina EnvZ que age pa transdugfio de sinais por ativagiio da porina (de Paula &
Schreier, 1996, para uma revisdo, Arias, 1998), e proteina Quinase Co (Slater, et gl,
1997).

Na primeira categoria enquadram-se inimeras temtativas de explicar a ligagfio

direta dos AL em um ou mais sitios especificos do canal de sédio voltagem-dependente,
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alterando sua conformagfo e levando a inativagio temporédria do canal (Strichartz &
Ritchie, 1987).

Desde os irabalhos pioneiros de Hodgkin & Huxley (1952) sabe-se que os
anestésicos tem efeito direto nos canais de sédio e que interagem com diferente afinidade
com essas proteinas, dependendo do estado funcional (ativado, inativado, em TEPOUSO}
destas. Uma possivel interpretagio para essa diferente afinidade estaria na presenca das
formas ionizada e neutra dos anestésicos, em pH fisiolégico. Na década de 70 Frazier e
col. verificaram que andlogos gquaterndrios de AL bloqueavam a conducio nervosa
quando aplicados internamente aos axdmios gigantes de hula perfundidos. Esses autores
entenderam esses resultados como indicativos de que a forma carregada dos AL seria a
responsavel pelo efeito no canal, e que o sftio de ligagio seria acessivel apenas 2 partir da
face citoplasmatica da membrana (Frazier ef al., 1970; Narahashi & Yamada, 1969).

No entanto, a grande poténcia apestésica de compostos como a Benzocaina
(BZC), que nHo se protona em pH proximo ao fisiolégico, causava controvérsia para a
descri¢do deste sitio Umico para os AL protonados. Além disso, a grande variedade
estrutural de moléculas com agfio anestésica local levava a crer na existéncia de mais de
um sitio receptor ou mecanismo de acfio para os AL (Strichartz, 1987). O
desenvolvimento quase simultineo das técnicas de mutacéio sitio especifica (Noda et al.,
1984) ¢ de parch-clamp, na década de 1980 permitiu um crescimento enorme nas
pesquisas envolvendo proteinas-canal. Em 1994 Caterall e colaboradores, usando técnicas
de biologia molecular, conseguiram demonstrar a existéncia de um “sitio hidrofSbico”
para a forma neutra dos AL, situado no interior da bicamada, isto €, em uma o-hélice
transmembranar (S6 do domimio IV da subunidade o) da proteina canal de sodio. A
substituicio de residuos hidrofdbicos como a fenilalanina (1710) por alanina faz
decrescer de 10 a 100 vezes o blogueio anestésico causado por anestésicos locais
(Ragsdale er al., 1994; 1996).

Talvez a teoria de anestesia mais compreensiva e abrangente seja a “receptor
modulated”, que admite a existéncia de um ou mais sftios de ligacdio no canal de sédio
para 0s AL. As diferentes afinidades dos AL por esse(s) sitio(s) seria modulada pelo
estado conformacional do canal, sendo maior a afinidade pelo canal nativado ou em
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repouso {na membrana despolarizada) do que para o estade ativado (membrana
hiperpolarizada) (Hille, 1977; Hondeghen & Katzung, 1977).

Na hipotese do lipidio considera-se que as alteracBes causadas pelos anestésicos
nas propriedades estruturais e dinfmicas da matriz lpidica como a separagio lateral de
fases (Trudell, 1977; Homby & Cullis, 1981), aumento da fluidez (Hubbel et al., 1970;
Boulanger ef al., 1981; Bianconi ef al., 1988), fusic (Cokley et al., 1983) ou lise celular
(Seeman, 1966) levariam a mudangas conformacionais no canal de sédio, causando sua
inativacdo (Lee, 1976).

Em nosso laboratério temos estudado a interagdo de anestésicos locais com
membranas modelo, tendo em vista as alteracbes estruturais e dinAmicas provocadas

pelos anestésicos na fase lipidica (de Paula & Schreier, 1995, 1996; Malheiros et al,
1999).

1.1.1 — AMINO-AMIDAS

Na clinica, as amino-amidas como a lidocaina € a etidocaina ¢ amino-ésteres

como a tetracaina, TTC, s3o os mais usados, no entanto ha poucos estudos sobre as
amino-amidas na literatura (de Jong, 1994, cap. 7). Os amino-ésteres sfo em geral mais
potentes que as amino-amidas, no entanto, a tendéncia atual € a de desenvolver-se amino-
amidas mais potentes, pelo fato de serem menos téxicas e mais resistentes a hidrolise
quando comparadas com os amino-¢steres (de Jong, 1994 - cap. 7). Tais fatos nos
levaram 2 escolha de quatro anestésicos locais da familia das amino-amidas para a

realizaglo deste estudo descritas abaixo:

- Lidocaina (LDC)

Introduzida em 1948, ¢ atualmente o anestésico local mais amplamente utilizado.
A estrutura quimica da lidocaina € mostrada na Figura 1.

A hdocaina produz anestesia mais rapida, mais intensa, de maior duracio ¢ mais
extensa que uma igual concentracfio de procaina (primeiro AL sintético do tipo amino-

éster). Ao contrario da procaina, ¢ uma eminoetilamida e € o prototipo desta classe de

anestésicos locais, as amino-amidas (Caterall & Mackie, 1996).
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A LDC ¢ rapidamente absorvida apés administragdo parenteral e pelos tratros
gasirintestinal e respiratrio. Embora seja eficaz quando utilizada sem qualquer
vasoconsiritor, com adrenalina a taxa de absorgdo ¢ a toxicidade sfio reduzidas ¢ a
duragfio da agfo ¢ em geral prolongada, A LDC € desalquilada no figado por oxidases de
funclio mista, que podem ser metabolizadas em monoetilglicing ¢ glicina xilidida.
Monoetilghicina xilidida e glicina xilidida retém a atividade anestésica local. Nos sers
humanos cerca de 75% da xilidida é excretada na urina como o metabslito 4-hidréxi-2,6-
dimetilanilina (Caterall & Mackie, 1996).

Os efeitos colaterais da LDC encontrados incluem sonoiéncia, zumbido,
disgeusia, tontura e contragdes. A medida que s¢ aumenta a dose, ocorrem convulsGes,
coma, depressfo ¢ parada respiratériz. Fm geral, niveis séricos de lidocaina gue
produzem efeitos acentuados ne SNC provocam depressiio cardiovascular clinicamente
importante. Os metabdlitos monoetilglicing  xilidida e glicina xilidida contribuem para
alguns desses efeitos colaterais (Goodman & Gilman, 1996).

A LDC tem vérios usos clnicos como anestésico local; ¢ til em quase toda
aplicagdo em que ¢ necessério um anestésico de duragdo intermediria e também utilizada
como agente antiarrfimico (Goodman & Gilman, 1996).

- Etidocaina (EDC)

A etidocaina foi introduzida em 1972 ¢ uma amino-amida de ionga agfio (estrutura
quimica na Figura 1). Seu inicio de aclio & mais rapido que o da bupivacaina, e
comparavel ao da lidocaina, ainda que sua duragio de acdo seja semelhante ao da
bupivacaina. Quando comparada a bupivacaina, a etidocaina produz bloqueioc motor
preferencial, portanto, embora seja 1til para a cirurgia que exige relaxamento intenso da
musculatura esquelética, sua utilidade no trabalho de parto e na analgesia pos-operatoria é
limitada. Sua cardiotoxicidade é semelhante & da bupivacaina (ver adiante) (Goodman &
Gilman, 1996).

- Mepivacaina (MVC)
A mepivacaina foi troduzida em 1972 ¢ uma amino-amida de acdo

intermediaria (Figura 1). Suas propriedades farmacologicas sfio semelhantes as da

4
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lidocaina, entretanto, a mepivacaina € mais tdxica para o neonato e portanto nfio pode ser
utilizada na amestesia obstétrica. A toxicidade aumentada da mepivacaina, no neonato,
nio ests relacionada ao seu metabolismo mais lento, mas 2 retenc8o i8nica deste agente
devido a0 pH mais baixo no sangue do neonato e ac pK, da mepivacaia. Apesar de seu
lento metabolismo, a mepivacaina parece ter um indice terapéutico discretamente mais
elevado nos adultos que a lidocaina. Seu inicio de acfio é semelhante ao da lidocaina e sua
duracfo discretamente mais longa {cerca de 20%) que a lidocaina na flta de um
vasoconstritor administrado simultaneamente. A mepivacaina nfio ¢ tio eficaz como

anestésico topico {Caterall & Mackie, 1996).

- DBupivacaina (BV()

A bupivacaina foi introduzida em 1963 e é um anestésico local muito utilizado,
sua estrutura € semelhante & da lidocaina, exceto que o grupo contendo amina é uma butil
piperidina, assim como para a mepivacaia (Figura 1). E um agente potente capaz de
produzir anestesia prolongada. Sua longa duraciio de acfio aliada a sua tendéncia para
fornecer um bloqueio mais sensorial que motor, tormou-o de uso popular para promover
analgesia prolongada durante o trabalho de pario ou no periodo pds-operatério.
Aproveitando-se a vantagem dos cateteres de demora e das infusSes continuas, a
bupivacaina pode ser utilizada para fornecer varios dias de analgesia eficaz (Goodman &
Gilman, 1996).

A bupivacaina (assim como a etidocaina) é mais cardiotéxica do que doses
equieficazes da lidocaina. Clinicamente, a cardiotoxicidade da bupivacaina manifesta-se
por arritmias ventriculares graves e depressiio miocardica apds administragio
intravascular inadvertida de grandes doses. E provavel que este efeito da bupivacaina seja
devido a varios fatores: a lidocaina e bupivacaina bloqueiam os canais de sodio cardiacos
rapidamente  durante a sistole, entretanto, a bupivacaina dissocia-se muitc mais
lentamente que a lidocaina durante a didstole, de forma que uma fragio significativa de
canais de sodio permanece bloqueada no final da didstole com bupiveaina (Clarkson &
Hondeghem, 1983). Portanto o blogueio com  bupivacaina ¢ cumulative e

substancialmente maior do que seria previsivel por sua poténcia anestésica local A
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toxicidade cardiaca induzida pela bupivacaina pode ser muito dificil de tratar, e sua
gravidade aumenta com acidose, hipercarbia ¢ hipoxemia (Goodman & Gilman, 1996).

ANESITESICO  Abrev, %
Lidocaina LBC
Foatks
——CH~N]
Calis
Etidocaina EDC
?ZHS ,CZHS 'y Q\\C_RE
'"“‘CH'—N\ NE
CsH-
CHs
Mepivacaina MVC CHs
J
e
Bupivacaina BVC CaHs

Figura 1: Estrutura quimica dos AL estudados.

1.2 - INTERACAO DE AL COM A PROTEINA CANAL DE SODIO

A principal agfio farmacolégica dos AL ¢ a de mterromper © processo de
excitagBio ¢ conduco do estimulo nervoso em fibras nervosas periféricas. Em todas as
células excitavels, a energia potencial para a conducfio do impulso nervoso provém do
desequilibrio nico dentro e fora da membrana plasmatica (Hodgkin & Huxley, 1952).
Nas células nervosas como em outras, o desequilibrio i6nico € criado e mantido pela Na’,
K" ATPase (2 bomba de sédio/potéssio), um proteina de membrana que as custas de ATP
bombeia 3 jons Na* para fora contra 2 fons K* para dentro da célula (Guyton & Hall,
1996; Lehninger ef al, 1997; Voet & Voet, 1995).

Fisiologicamente, a excitacdio da membrana nervosa causa ativagfio da proteina

canal de sodio (Figura 2) que se abre, fazendo com que haja influxo de sédio — no
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sentido de re-equilibrar as concentragfes desiguais desse ion deniro e fora da célula -
levando a despolarizagio da membrana (Figura 3). Essa perda de cargas ou
despolarizagio € o sinal para que os canais de sédio voliagem-dependente dos axfnios se
abram, permitindo assim a propagacfo do impulso nerveso, em que o sinal elétrico £
sransmitido ao longe do axdnio, unidirecionalmente.

O canal voliagem-dependente € a principal proteina do axOnio, chegando a
representar mais de 90% das proteinas de membranas deste. Diferentemente de outros
canais, esta protefna nfio possui um sitio receptor, ¢ sua ativaglio ¢ feita pela alteracdo do
potencial elétrico da membrana, que causa alteragBes conformacionais na proteina

levando-a ativar-se (Marban et al., 1998).

Figura 2: Canal de Sodio. Estrutura das subunidades do canal de sédio de eérebro. A) Vista da secfio de
um canal de sodio hipotético, consistindo de uma subunidade transmembranar o (260 kDa) em associago
com duas subunidades B (B-1, de 36 kDa, ¢ -2, de 33 kDa). B) Vista do canal de sédio pelo lado

extracelular, ilustrando a formagdo de um poro iransimembranar, 0o ceniro da subunidade o (Catterall,
19923,

-
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Figura 3: Potencial de acdo e permeabilidade ionica ao Na~ e K~ no axénio, a) O aumento rapido no
potencial de membrana de -60mV para aproximadamente +30mV ¢ descrito como “despolarizaciio”. Esta
despolarizagio € causada por b} um répide aumento na permeabilidade ao Na’. Assim que a permeabilidade
ao Na* diminui, 2 permeabilidade ao K* aumenta e o potencial de membrana caj, muitas vezes abaixo do
potencial de repouso - levando a um estado de “hiperpolarizagio™ seguido de um retorne lento ao potencial
de repouso (adaptado de Garret & Grisham, 1995).

O canal de sédio (Figura 4), pertence a mesma familia dos canais de potassio e
de célcio, voltagem-dependentes (Marban et al, 1998). £ uma glicoproteina, seletiva ac
fon sodio {a passagem de K equivale a cerca de 8% da de Na"). Pode apresentar mais de
uma subunidade, mas somente a o ¢ requerida para sua funcfio. Experimentos usando
anticorpos anti peptideos de B1 e B2 mostraram que a maior parte dos canais de sédic de
cérebro de rato tém ambas subunidades B; a subunidade o tem 260kDa e 2006 residuos
de aminoacidos (Noda et al., 1986) ¢ as B t8m 23 e 21kDa cada, sendo que B2 esta ligada
a subunidade o por pontes dissulfeto enquanto Bl liga-se ndio covalentemente A o. Cada

subunidade B tem um grande residuo amino terminal extracelilar com varias regifes de
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consenso para N-glicosilagio. Canais de musculo esquelético tem a subunidade o (260
kDa) e uma ou duas subunidades § (38 kDa cada) enquanto os capais voltagem-

dependentes de enguia e de coragdo de galinha apresentam apenas a subunidade o

(Caterall, 1992).

X e 8 SRS

R :-559-3%@."-.:“ Cimmctivated S

Figura 4: Propriedades estruturais e funcionais do canal de sédio voltagem-dependente. (A}
Corrente macroscopica do canal de sédio, (8) Subunidades do canal de s6dio de cérebro de mamiferos, {C)
‘Topologia das subunidades do canal na membrana, (D) Arranjo dos gquatro dominios ae redor do poro
central. Cada dominio apresenta seis a-hélices (1-6) (Ragsdale & Avoli, 1998).

O canal de s6dic é o mais estudado dos canais veltagem-dependentes. Ja em
1952, Hodgkin & Huxley demonstraram neles que os fenémenos de abertura {“gating”} e
permeaciio de fons (Hodgkin & Huxley, 1952} estavam relacionados com mais de 2
estados funcionais: aberto, fechado e inativado (Figura 5). Essa proteina fol também o

primeiro canal desse tipo a ser clonado (Noda et al, 1984) e seu estudo beneficiou-se
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ainda do desenvolvimento, na mesma época, da técnica de patch-clamp, gue permite a
medida do potencial elétrico de canais isolados (Hamill et al. 1981).

A caracteristica dessa familia de canais voltagem-dependentes ¢ a presenca de 4
dominios transmembranares homoélogos (canais de sédio ¢ cilcio) ou quaire subunidades
homologas {canais de potdssio} onde cada dominic ou subunidade apresenta seis
segmentos em a-hélice, S1 a 86, como mostra a Figura 4C e D (Caterral, 1992; Marban,
et al 1998; Scheuer, 1999). Os dominios ou subunidades se organizam de forma a
apresentar wm poro central, seletivo ao sédio. Segundo Marban e col, ( 1998) os canais de
sodic devemn ter surgido a partir da mutagfio de canais de cdlcio, que por sua vez
evoluiram, por duplicagfio da informac8o génica dos canais de potdssio.

A estrutura dos canais de potdssio, com resolucfo de 3,2 angsirong, fol revelada
por cristalografia de Raios-X (Doyle et al., 1998) e estd mostrada na Figura 6. Os canais
de potassio sdo muito similares aos de sédio, pois apresentam quatre domfnios dalv)
compostos de seis a-bélices transmembranares (S1 a $6). Em cada dominio a o-hélice S4
- com varios residuos de amimoacidos carregados positivamente - tem importéncia
fundamental no processo de abertura do poro em ambos os canais. Como esses canais
voltagem-dependentes nfic t8m uma molécula ativadora especifica, as o-hélices 84
formam a regifio “voltage-sensing” ou de disparo do canal (Scheuer, 1999). Acredita-se
que a mudanga do potencial da membrana desestabiliza o segmento S4 cujas cargas
positivas sdo mantidas por parcamento com cargas negativas de outros segmentos
transmembranares. Com a despolarizaciio da membrana reduzem-se as forcas que
mantém as cargas positivas de S4 na sua posicio ¢ a hélice 84 sofre uma rotacho
{movimento espiral de cerca de 60 graus, deslocando-se cerca de 5 angstrons para fora da
bicamada). Esse movimento deixa uma carga negativa nfic pareada no interior da
bicarnada ¢ exple uma carga positiva na superficie externa da membrana, resultando na
transferéncia de carga liquida de +1 (Caterral, 1992).

Outra similaridade € o segmento P (de poro, formado pela alca extracelilar S5-
56, isto €, entre as a-helices S5 e 56, Hsse segmento € uma regifio bastante conservada
entre os canais de Na”, K" ¢ Ca’ ¢ considerada o “forro” do canal (pois se dobra sobre o
poro, Figura 6A), como mostra a cristalografia de Raios-X dos canais de K {Choe et al.,
19993,

16
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Uma regifio extremamente importante para o funcionamento dos canais de sédio
é o sitio de mativacdo (Mimativating gate™) formado pela alga inframembranar entre os
dominios 111 (86) e IV (81} que se projetariam (como tampa de dobradica) sobre o lumem
interno do poro, inativando-o. Anticorpos preparados contra esse peptideo sfo capazes de
nibir completamente a inativagio do canal. Estudos de mutagSio sitio especifica
mostraram que os residuos I-F-M (posigBo 1488, 1489, 1490, segundo Kuroda et al,
1996) sic fundamentais para a inativaglc espontfnea do canal e formariam o trinco da
fechadura, mantendo a tampa da dobradica fechada sobre o poro (Rohl ef af, 1999;
Scheuer, 1999), como mostrado na Figura 5.

Sitios de regulagdo - por fosforilag@o - para a proteina quinase dependente de
AMPe, foram encontrados na isoforma neuronal e em viérias isoformas cardfacas do
canal, especificamente na alga intracehilar enire os dominios I e Il (Marban et al., 1998},
a fosforilacdo diminui a amplitude da corrente ¢ altera a condutincia total da célula. A
protefna quinase C também altera o funcionamento de todas as isoformas dos canais de
sodio de mamfferos. O sitio de fosforilagfio € uma sering, altamente conservada, na alga
entre os dominios [ ¢ IV; a fosforilacfio pela proteina quinase C reduz a condutincia

maxima do canal ¢ altera sua ativagfic (Marban et al., 1998).

S pmsTe U gegel L HACTIVATED.

£
LT etz

Figura 3: Modelo para ativagiio e inativagio para o canal de sédio (Ragsdale & Avoli, 1998).

A Tabela 1, resume as informacOes especificas sobre fungSes relacionadas a

diferentes porgdes do canal de sodio.

11
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(A)

Figura 6: Estrutura do canal de potdssio. (A) Vista tridimensional do tetrdmero do canal de
potéssio (em que as qualro subunidades apresentam cores diferentes): (B) Hustracio do poro i8nico do
canal de potassio (de acorde com Doyle et al., 1998).

Tabela 1: Ajgumas regides do canal de sédio e suas funcBes.

Regifio

Funcéo

Hélice S4 (Dominic IV)

“gating sensor” responséavel pela ativago do canal

Alca 85-86 (Dominio IV)

“Segmento P”, forro ou filtro do poro

Alga 86-S1 (Dominios II-IV)

“mactivating gate” ou tampa interna do canal; inclui
g g p

também o sitio de fosforilagio por protena guinase C

Alga 86-S1 (Dominio { e IT)

Sitios de fosforilagio pela proteina  quinase
dependente de AMPc

Alfa-hélice 56 (Dominio IV)

Possfvel sttio de ligagiio de anestésicos locais

Alca 84-55 (Dominic IV)

Relacionada com a inativagio do canal. Possfvel sitio

de acfio para anestésicos locais

Algumas evidéncias de interago dos AL com a proteina canal de sédio foram

descritas na literatura por varios autores.

Assim, Frazier e col (1970) verificaram que analogos quaterndrios de AL

bloqueiam a condugdo nervesa quando aplicados internamente aos axénios gigantes de

lula perfundidos, porém sfio relativamente meficazes quando aplicados externamente,

Esses resultados sugeriam que o sitio de interagfio dos anestésicos Iocais, pelo menos em

sua forma ionizada, seria acessivel apenas a partir da superficie interna da membrana 17

(MNarahashi & Yamada, 1969; Frazier 27 4l 1970). Assim, por muitos anos acreditou-se
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que os AL aplicados exiernamente deveriam primeiro atravessar a membrana em sua
forma ndo ionizada, antes de poder exercer a sua agfio bloqueadora de canal na forma
protonada {Strichartz & Ritchie, 1987).

Caterall e colaboradores, usando técnicas de biologia molecular, conseguiram
demonstrar a existéncia de um “sitio hidrofébico™ para AL desprotonados no interior de
uma alfa-hélice transmembranar da proteina canal de sodic de cérebro de rato (Alfa-
hélice S6 (Dominio 1V)). O acesso do AL até este sitio seria feito pela difusfio do mesmo
através da bicamada lipidica (Ragsdale ef al, 1994). Posteriormente, o mesmo grupo
observou a interagdio de AL, antiarritmicos e anticonvuisivantes em sitios de lgacfio
mutados, no canal de sédio e sugeriram que estas drogas interagem com um sitio comurn,
porém de uma maneira nfio idéntica (Ragsdale ef al., 1996).

Estudos recentes empregando RMN e biologia molecular mostraram que os AL
nfo agem no canal idnico, nem na “alea” que mantém o canal fechado durante o estado
refratario e de repouso (Rohl ef al, 1999; Scheuer, 1999), corroborando os resultades
anteriores de existéncia de sitios hidrofébicos para a ligaciic dos AL (Ragsdale e af,
1996; Ragsdale & Avoli, 1998).

1.3 - INTERACAO DE ANESTESICOS LOCAIS COM MEMBRANAS

Estudos classicos da literatura mostram que os anestésicos locais agem sobre
sistemas membranares alterando-os de diversas maneiras. Analisando somente z fase
lipidica membranar foram observados efeitos de expansic da bicamada, aumento da
fluidez da membrana e alteragfio da temperatura de transicSio de fase (T), entre outros
{de Paula & Schreier, 1996).

A incorpora¢do de anestésicos locais causa uma expansfo da drea superficial de
monocamadas (Skou, 1954) e bicamadas (Seeman, 1966; Seelig, 1987), esta expansio
seria favorecida pela diferenga entre o comprimento do AL (mais curto) ¢ o dos
fosfolipidios: abaixo do seu ponto de inser¢io o AL criaria um “volume livre” que seria
compensado com aumemnto de conformagSes gauche das cadeias lipidicas. Como
resultado observa-se diminui¢do no comprimento total das moléculas lipidicas (Trudell,
1977, Gallova e al, 1997). De fato, Hill (1974) observou uma diminuicio da espessura
da bicamada, acompanhando alteracdes da T, por anestésicos gerais ¢ dlcoois; segundo o
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mesmo, a alteragfo da T, seria resuitante da maior mobilidade das moléculas fipidicas
causada pela expansio da membrana.
DiminuigSes na temperatura de tramsicio de fase foram observadas por

diferentes grupos de pesquisadores utilizando vérias técnicas. Lee (1976b, 1978),
utilizando calorimetria, registrou diminuiciio da T, de vesiculas de fosfatidilcolina (PC),

causada pela particio da BZC, PRC, TTC, LDC e DBC, em concentragfes iguais as
necessarias para 50% de blogueio na condugio do estimulo nervoso. Esses achados foram
confirmados para a forma neutra da PRC, TTC, LDC ¢ BVC, por espathamento de Iuz
(Ueda et al., 1977) e outros AL do tipo amino-amida protonados, utilizando microscopia
de polarizago de lnz (Racansky er al., 1984) e microcalorimetria (Gallova et al., 1992)
em vesiculas de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC).

O fatc de que os AL perturbam o empacotamentc dos fosfolipidios em
membranas modelo e biolégicas foi bastante estudado por experimentos de ressonéncia
paramagnética eletrbnica e também por outras técmicas espectroscopicas  como
ressondncia magnética nuclear, infravermelho e fluorescéncia, (revisio em de Paula &

Schreier, 1996), trazendo enorme contribuicio para o entendimento da interagio AL /

membrana.

1.3.1 - ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS

Atraves da técnica de absorcio no infravermelho, que fornece informaciio sobre
as energias vibracionais das ligacdes da molécula, Schopflin e col. (1987) demonstraram
a incorporagde da DBC, PRC e dois outros AL em monocamadas de palmitoil oleil
fosfatidilcolina (POPC), estudando as bandas de absorcio dos compostos, entre 1400 e

1800 cml. A combinagfio de estudos de LV. com pressdo possibilitou a Auger e col.
demonstrarem que a TTC, incorporada em membranas de PC, fosfatidil serina (PS) ¢
biolégicas, ¢ expulsa da bicamada por aumento da pressdo (Auger et al., 1987, 1990).
Esse achado veio comprovar observagdes anteriores, in vivo, da reversio da acdo de
anestésicos gerais com aumento de presséo (Lever ef al., 1971). Explica também porque a
TTC particiona melhor em membranas no estado liquido-cristalino (menos compactado),
do que no estado gel e os achados de Bradley & Richards (1984) de que os AL penetram

menos em membranas biologicas com a diminuicio da temperatura. A compactacdo da
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membrana deve ser o fator limitante da particBo dos AL a baixa temperatura, como
observaram Lee (1977) e Ueda e col. (Kaminoh ef al., 1988; 1989) sobre a particio dos
Al em membranas lipidicas.

Medidas utilizando 2z técnica espectroscdpica de fluorescéneia revelaram
importantes informagdes sobre a localizagho de anestésicos locais em vesiculas
fosfolipidicas. Estudos utilizando o anestésico Jocal TTC como supressor de marcadores
flucrescentes em diferentes localizacBes nc interior da bicamada puderam  mapear
regides especificas, além de verificar a diferente mobilidade local nas cadeias acilas dos
fosfolipidios (Sikaris & Sawyer, 1982; Hutterer, et ¢f, 1997) indicando uma inserglo da
TTC em regibes mais profundas da bicamada.

Medidas de Ressonfncia Magnética Eletrfnica (RPE) foram realizadas com AL
modificados, isto é, covaleniemente ligados a radicais nifroxido (Gargiulo ef al., 1973;
Giotta er al., 1974) e também usando marcadores paramagnéticos hidrofdbicos, os "spin
labels” (Kelusky & Smith, 1984; Schreier 1984, 1986; Frezatti Jr ef o/, 1986; de Paula &
Schreier, 1995; Gallova et al, 1997). Esses estudos mostraram que a incorporagfo dos AL
na bicamada lipidica ¢ acompanhada por uma diminuicio de ordem e dindmica
membranar. Em um estudo sistemitico envolvende AL das séries amino-amidas ¢ amino-
éster {de Paula & Schreier, 1995) observou-se que o efeito de diminuiciio da organizagfio
de membranas lipidicas nfo esté relacionado diretamente 3 hidrofobicidade ou classe dos
AL. Bsses resultados foram reforgados por cutro estudo realizado em nosso laboratério,
que correlacionou resultados de RMN e RPE para andlise da interag@io de trés familias de
AL com membranas multilamelares de EPC (Pinto, 1998). Temos grandes evidéncias de
que pardmetros estéricos dos AL determinariam sua localizagiio preferencial no interior

da bicamada.

1.3.1.1 - ESTUDOS POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os primeiros experimentos com ressonincia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN) detectaram imobilizagio da molécula do anestésico local quando intercalado na
bicamada lipidica (Hauser & Dawson, 1968; Cerbon, 1972; Darke ef al., 1972; Finer,
1972; Lee et al., 1972), efeito semelhante ac observado por RPE com andlogos
paramagnéticos dos AL (Gargiulo ef al., 1973; Giotta ef al., 1974).
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Com os experimentos de RMN de deutério, 2H-RMN {Boulanger er al. 1980,
1981; Westman ef al, 1982; Browning & Akutsu, 1982; Kelusky, 1983; Kelusky &
Smith, 1984) ¢ a utilizaclo de AL e lipidios seletivamente deuterados foi possivel, pela
primeira vez, identificar as regibes das membranas Fpidicas em que se “situam”
preferencialmente os AL. O trabalho de Boulanger e col. (1981} tornou-se citacio
obrigatéria e €, com certeza, o trabalho de maior reconhecimento na drea, por ter
demonsirado inequivocamente a localizacio diferencial das formas protonada (mais
superficial) e neutra da TTC em vesiculas de PC. Em 1988, Auger e col demonstraram
que a incorporagio de colesterol nessas vesiculas altera a afinidade de anestésicos do tipo
amino-éster pela bicamada. (Auger er al, 1988).

Resultados semelhantes foram encontrados com anestésicos gerais, onde estudos
utilizando “H-RMN mostraram que o etanol interage com diversas regifies da bicamads
em vesiculas unilamelares (Barry & Gawrisch, 1994) e multilamelares de EPC (Holte &
Gawrisch, 1997) mas tem uma preferéncia para 2 regifio mais polar do lipidio. Ja os
anestésicos gerais halotano, isofuranc e enfurano residem na regifio hidrocarbdnica de
vesiculas fosfolipidicas, tendo também preferéncia pela interface membrana-solvente
(Baber et al, 1995).

Medidas de 'H-RMN favoreceram-se do desenvolvimento de espectrOmetros de
RMN de alta resolugio e de novas técnicas de pulso, que possibilitaram a obtencio de
informagBes sobre a proximidade entre nicleos e o mapeamento do interior hidrofébico
da bicamada. Em relacdio aos AL, os resultados obtidos até aqui por "H-RMN com a
forma protonada da TTC (Yokono ef af., 1989) PRC, DBC ¢ TTC (Kuroda & Fujiwara,

1987; Wakita ef al., 1992), estfio de acordo com os achados de 2H—RIVIN, quanto a
localizac@o e grau de perturbacgfo da bicarnada.

No entanto, poucos trabalhos na literatura tratam da forma neutra dos AL, entre
eles os do grupo de Smith (Boulanger ez al, 1980, 1981; Westman ef al, 1982; 0 Kelusky
et al, 1984),0 trabalho de Sikaris & Sawyer (1982) e nossos (Lissi ef al, 1990; de Paula
& Schreier, 1995, 1996; Pinto ef al., 1999), a despeito da maior interaciio desses com a
fase lipidica da membrana. E provével que a dificuldade imposta pela baixa solubilidade
aquosa dos AL desprotonados tenha limitado seu estudo até aqui e também a falsa idéia
decorrente dos trabalhos com andlogos quaternrios da LDC (Frazier & Narahashi, 1971;
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Frazier ef af, 1970) realizados nos anos 70 de que a forma protonada dos AL seria a
responsavel pela ligacdo a proteina canal de Na’. A importancia da forma neutra dos AL
foi retomada depois dos trabalhos de Ragsdale e col (1994, 1996) gue mostraram 2
exisiéneia de um sitio hidrofébico no calnal de Na” para a ligagio dos AL desprotonados.
Além disso trabathos de nosso grupo (Schreier ef ol 1984, Malheiros er af, 2000}
mostramn  diminuicdo significativa do pK aparente de AL como a TTC e DBC pela
particio na membrana, que ieva & um aumento na fragiio de AL desprotonado em pH
fisiolégico, justificando seu estudo.

Temos trabalhado na questfio da determinacfc das possiveis localizagBes
preferenciais da forma neutra de AL no interior da bicamada, através da medida das
proximidades moleculares por 'H-NOE (ROESY) ¢ tempos de correlaches longitudinal
spin-rede (T¢). Pretendemos agui explorar essas medidas de RMN de forma obier
informagdes sobre o sistema Al/fosfolipidio que nos levem a melhor interpretagfio do
mecanismo de anestesia.

As medidas com outras técnicas espectroscopicas: RPE, fluorescéncia, IV, p.
RMN, tém o objetivo de confirmar essas analises de '"H-RMN, além de formecer

evidéncias da diferente particdo dos anestésicos estudados.
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2 -OBJETIVOS

1) Estudar 2 interagfio da forma neutra de arestésicos locais do tipo amino-amida
{Lidocaina, Etidocaina, Mepivacaina ¢ Bupivacaina) com lipossomos de fosfitidilcolina de

ovo (EPC), através de técnicas espectroscopicas.

Utilizando medidas RMN de hidrogénios (tempos de relaxacBo longitudinal e do
efeito nuclear Overhauser em espectros bidimensionais 'H-'H) e de fosforo, fluorescéneia ¢
RPE.

2y Determinar alteragbes estruturais e dindmicas da fase lipidica por aglic dos
diferentes anestésicos que evidenciem a insercfo preferencial dos mesmos em dada regifio
da bicamada.

A localizag¢fio preferencial do anestésico na membrana, consideradas as diferencas
estéricas e hidrofobicas desses, pode ser a chave para um entendimento mais completo do
mecanismo de agio anestésica, uma vez que a localizagiio poderia mediar o acesso do AL

ao sitio de ligagdo hidrofobico na protefna canal de Na voltagem dependente.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- FUNDAMENTACAQO TEQRICA DAS TECNICAS

3.1.1 - RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

A ressonéncia paramagnética cletrOnica (RPE) é uma téenica especiroscopica que
opera na regifio de microondas (GHz) e detecta transigdes de estados de spin eletrénicos. A
energia correspondente a essas transicbes € da ordem de grandeza daquela envolvida em
movimentos translacionais, rotacionais e segmentares das moléculas, ¢ gue permite a
andlise desses movimentos através dos espectros obtidos. A RPE detecia transiches em
compostos com um ou mais elétrons desemparethados (moléculas paramagnéticas). Essas
moléculas, quando submetidas a um campo magnético, orientam-se segundo seus
momentos magnéticos de spin. Quando se aplica urna onda eletromagnética ressonante com
a precessio do spin eletrnico, ocorre absorgio de energia ¢ transicio do estado de spin. A
ressondncia paramagnética eletrdnica pode ser descrita por (Equacgiio 1):

AE=hv=geB 1
onde: h=constante de Planck; v=freqli€ncia da radiacfio incidente; g=fator caracteristico do
¢létron; @=magneton de Bohr; B=campo magnético externo.

A absorgdo ¢ registrada no espectro de RPE como a primeira derivada das bandas de
absorco de energia da amostra (Schreier er al., 1978; Warren, 1987). Ap6s algum tempo
h4 relaxacfio e retorno ao estado de spin original.

As moléculas paramagnéticas nfo sfo frequentes em sistemas bioldgicos. Para o
estudo de sistemas diamagnéticos, a técnica do marcador de spin veio solucionar esse
problema (Hubbel & McConnell, 1971; Warren, 1987). Através do uso de um marcador
paramagnético estavel, € possivel obter informagdes de caréter estrutural e da mobilidade
(tempo de correlagiic rotacional) do sistema no qual a sonda estd inserida. Em particular nas
membranas a técnica do marcador de spin trouxe enorme contribuicdo (Hubbel &
McConnell, 1971).

O marcador de spin mais utilizado € o radical nitréxido, por ser estavel em amplas

faixas de temperatura ¢ pH. Esta mwolécula, ao se intercalar na membrana, tende a se 19
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orientar facilmente. O especiro do marcador nitréxido apresenta trés linhas bemn definidas
gragas a intera¢do do spin nuclear (I=1) do niicleo do nitrogénio com o spin eletrénico, que
resuita em um desdobramento da absorcdo em 2I+1: 3 linhas, como mostrado na Figura 7
(Schreier et al, 1978; Warren, 1987).

A partir dos espectros de RPE, ¢ possivel calcular o parimetro de ordem (S), wma
medida da anisotropia do ambiente em que se encontram as moléculas do marcador de spin.
O pardmetro de ordem mede 2 orientago da molécula em relacio ao eixo diretor (normal 2
bicamada) ¢ varia de 0, em sistemas isotropicos, até 1 em bicamadas, no entanto para a
mairia dos sistemas varia entre 0,5 e 1 (Jost et al, 1971).

No entanto, se o graz de ordem na membrana (ou na regifio monitorada pelo
marcador de spin} € pequeno o pardmetro de ordem nfio pode ser medido diretamente. Este
¢ o caso dos metil estearatos, que nfo interagem fortemente com a cabeca polar dos
fosfolipidios de membrana (Schreier ez al, 1984; Frezzatti ef al., 1986) por nfio possuirem
um grupamento carregado. Pela falta de uma forte interagfio, o espectro mostra um baixo
grau de anisotropia, 0 que impede tanto a medida do pardmetro de ordem, como o calculo
preciso do tempo de correlagfio rotacional da molécula, empregando a teoria desenvolvida
para sistemas isotrépicos (Schreier ef al, 1984). Neste caso pode-se usar ¢ pardmetro
empirico (h:i/ho) isto ¢, a razdo das alturas dos picos de campo baixo (hy;) e médio (ho),
como uma medida do grau de organizacio da membrana {Figura 7), compreendendo com
isso contribui¢des de ordem e mobilidade das moléculas na bicamada (Schreier et al,
1978). Quanto mais anisotrépico o movimento do marcador na membrana, mais alargadas
as inhas espectrais e maior a diferenga entre os picos de campo baixo (h1) e médio (h),
enquanto uma menor organizagio da membrana € acompanhada por razdes h,1/hy maiores.
Anestésicos ¢ outros anfifilicos causam diminuicio da organizaco da membrana; neste

caso, o “efeito desorganizador” pode ser expresso como uma porcentagem da razdo h.i/hg

inicial, de acordo com a Equacio 2.

( h +%0) amostra — ( h *%O) controle

Efeito =
( h +%O) controle

x100 {2
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Figura 7: Espectro de RPE do marcador 5-MeSL em vesiculas unilamelares de EPC (8mM).

3.1.2 - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A ressonfncia magnética nuclear (RMN) é basicamente outro método de absorcio
espectrométrica, como a espectrofotometriz de RPE ¢ infravermelho. Sob condigbes
apropriadas, em um campo magnético, as transigdes nucleares de uma dada amostra podem
ser registradas pela absorgiio de radiagfio eletromagnética na faixa de radicfrequéncia
(MHz) de acordo com a Equagio 3.

hv=uH (3)
onde: u =momento magnético nuclear; h, v e H estdo descritos na equacdo 1.

Numa mesma molécula, hé valores de p diferentes para cada niicleo, o que permite
a observagio de espectros de RMN de diferentes micleos (‘H, P°C, PN, ¥'P, etc) que
apresentem ndmero atdmico ou de massa fmpar ( < 0).

Nos espectrometros de RMN, todos os niicleos selecionados, de um dado spin sic
irradiados simultaneamente € o decaimento do sinal de absorcdo (free mduction decay -
FID) é registrado ¢ armazenado. 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 que os picos de absorgio sfo decompostos {de um dominio de
tempo) ¢ mostrados num grafico de freqfiéncia vs intensidade dos picos (Derome, 1987).

A ocorréncia de sinais em diferentes valores de fregiiéncia para um mesmo nicleo
{(por exemplo, 'H) ¢ uma indicagio de que o campo magnético experimentado por cada
niiclec numa mesma molécula depende do ambiente guimico em que ele esta inserido (Gil

& Geraldes, 1987). A diferenca na freqiiéncia de absor¢3o de um dado nicleo em relacdo a
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um nucleo usado como referéncia ¢ chamada de deslocamento quimico (Silverstein ef al.,
1991).

Outras mformacSes importantes num espectro de RMN s#o a constante de
acoplamento (J), que € o desdobramento de um nicles ou grupo de nficleos em mais de um
pico devido a inferagiio com o momento magnético de niicleos adjacentes, € ¢ tempo de
relaxacéio nuclear, que € a medida do tempo gue o micleo demors para retornar de seu
estado excitado (Derome, 1987, Silverstein ez al., 1991).

A constante de tempo T; na especiroscopia de RMIN é conhecida como tempo de
relaxagio longitudinal ou spin-rede. T; mede o tempo da relaxacdo do nicleo em analise ¢ é
um pardmetro bastante importante no estudo de amostras s6lidas e sistemas de membranas
lipidicas, onde a interagfo dos momentos magnéticos da melécula com a rede de spins ac
seu redor € determinante para assimetria bilateral,

Podem existir diferentes valores de T; em uma mesma molécula devido aos micleos
experimentarem ambientes quimicos diferentes. Como membranas lipidicas sfio sistemas
bastante anisotrépicos os valeres de T; sSo bem diferentes nas regiGes da bicamada.
Medidas de T, de fosfolipidios foram obtidas por RMN de deutério (Rance et al, 1980; de
Paula, 1993), carbono 13 (Godici & Landsberger, 1974; Ellena ef al., 1988) e hidrogénio
(Kuroda & Kitamura, 1984).

Outra caracteristica interessante nas medidas de RMN ¢ o Efeito Nuclear
Overhauser (NOE) que consiste na variagio da intensidade do sinal de absorgdo de um spin
nuclear (0) produzida quando o sinal de absorgdc de outro spin (s), que Interage com O
primeiro através de um processo de relaxagdo dipolar, & saturado (Gil & Geraldes, 1987;
Derome, 1987). Considerando um sistema de dois spins nfio equivalentes, com spin I=1/2, o
efeito NOE € dado na Equaciio 4.

no () =Mo" - Mo/ M, L)
onde M, e M; s8o as magnetizacSes de equilibrio do niicleo o, na auséncia ¢ na presenca de
saturagdo de s.

O efeito Nuclear Overhauser, aplicado a  “solidos™ (como podemos classificar
proteinas e sistemas macromoleculares como as membranas lipidicas) utiliza o principio da
relaxacio dos spins nucleares. Assim, num sistema razoavelmente estatico, em gue 0s

movimentos das moléculas sejam longos (> 107 s), predominam o0s mecanismos de
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relaxacfio entre © spin nuclear irradiado e a rede de moiéculas ao seu redor (Kak &
Berendsen, 1976; Wagner & Wiitrich, 1979; Dobson ef al,, 1982; Gil & Geraldes, 1987).
Em outras palavras, a perturbagfio de um spin, produzida em um nicleo pode ser dissipada
através da amostra devido a existéncia de uma forte interacio dipolar entre os nticleos; isso
acorre somente se 05 miicleos estiverem relativamente proximos entre si (proximidade
espacial). A relaxacio da polarizagdo do spin é capaz de mdicar a proximidade espacial
entre nicleos de uma mesma molécula e entre moléculas vizinhas (ex.: AL e lipidio, na
bicamada), desde gue nfio se exponham os hidrogénios a tempos de contato muito longos, a
Sm de evitar a difusfio mespecifica (NOE de equilibrio). Assim, empregam-se técnicas de
pulso para observagiio de NOE transientes, variando o tempo de espera (“mixing”) entre ©
pulso de pré-irradiacio e o pulso nfo seletivo; obtém-se NOE negativos tempo
dependentes, entre niicleos proximos espacialmente em até 3 A (Wagner & Witrich, 1979;

Kuroda & Kitamura, 1984; Kuroda & Fujiwara, 1987; Wakita, 1992; Baber ef al., 19953).

3.1.3 - ESPECTROSCOPIA BDE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéneia, consiste na excitagfio de um elétron do gstado
findamental para um estado de alta energia (estado excitado) onde, em um tempo de vida
da ordem de 107s, o retorno para o estado fundamental ¢ acompanhada da emissdo de

fotons (luz), como mostrado na Figura 8 (Lakowicz, 1983).
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Figura 8: Diagrama de Jablonski para o fendmeno de fluorescéncia.
Diferentemente das outras técnicas apresentadas aqui, a fluorescéncia mede ndo a

absorgio de energia, mas sim a emissfo de radiagio.
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As substinelas que apresentam significativa fluorescéncia geralmente apresentam
em sua estrutura quimica deslocalizacfo eletrénica na forma de duplas ligacdes conjugadas,
estas substéncias sfo chamadas de fluordforos.

Algumas moléculas fluorescentes sio bastante frequentes em sistemas biologicos.
No entanto para ¢ estudo de membranas biologicas a utilizacio de marcadores veio
solucionar o problema, assim como em RPE, Através do uso de um marcador ou sonda
fluorescente, € possivel obter informac@es de cardter estrutural e da mobilidade do sistema
no qual a sonda estd inserida. Em particular nas membranas a técnica de sondas trouxe
enorme contribuiglc no estudo de interagic de moléculas com membranas (Sikaris &
Sawyer, 1982). Exemplos de fluordforos usados como sondas de membrana sio: pireno,
fluoresceina, rodamina, difenil hexatrienc, etc (Warren, 1987).

Um fenfmeno que é bastante utilizado em sistemas membranares & o de
“quenching” ou supressdo da fluorescéncia, onde uma variedade de processos pode resultar
em diminuicio da intensidade de luz emitida pelo fluordforo. A supressfioc pode ser
colisional ou dindmica {quando decorrente da interagfio entre o supressor e fluoréforo) ou
estitica {quando decorrente da interacdo enire o supressor ¢ o fluoréforo ocorrendo a
formagho de um complexo entre fluordforo e supressor). A supressio estdtica ¢ um
frequénte complicador da anélise da supressdo dindmica (Lakowicz, 1983}

Ambos 08 processos (supressfio dinimica ¢ estdtica) requerem  proximidade
espacial entre fluordforo e supressor; no caso da supressdo dindmica o supressor entra em
contato durante ¢ tempo de vida do fluordforo no estado excitado, causando a diminui¢do
da fluorescéncia por transferéncia de energia (perda para o supressor). J4 na supressio
estatica o supressor {orma um complexoe com o fluoréforo, sendo este complexo nio
fluorescente. O fenémeno de quenching ou supressio pode ser medido para um sistema
onde s6 estd presente o fluoréforo {intensidade de fluorescéneia = Io) e em presenga do

supressor (intensidade de flurescéneia = Iy (Lakowicz, 1983).

3.1.4 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
A espectroscopia de mfravermelho, assim como outras técnicas espectroscGpicas
consiste na absor¢io de energia, onde as moléculas sio excitadas para um estado de alta

energia em que absorvem algum tipo de radiacfo, neste caso a nfravermetha, relativa a
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energia vibracional das moléculas; este fenomeno ocorre na ordem de tempo de um As
moléculas absorvem somente em frequéncias selecionadas (enmergia) da radiac8o
infravermelha (Pavia et al, 1996).

Desta forma esta espectroscopia € capaz de medir energia de vibrag8o de ligacBes
quimicas (por exemplo estiramento ou deformagfio) que mudam ¢ momenio de dipolo das
moléculas com o tempo. A absorciio de energia ocorre em regibes caracteristicas para cada
ligagio (por exemplo carbonilas, aminas, etc) podendo desta forma ser utilizada no estudo
de membranas bioldgicas e de interacic de composios com estas {Wong, 1984; Wong &
Mantsch, 1985; Wong & Mantsch, 1988; Auger et al, 1990).

3.2 - MATERIAIS

A EPC usada nos experimentos de foi obtida da Sigma Chem. Co. ¢ preparadas
por extragiic em solvente orgnico € separagio em coluna de alumina, de acordo com 0
método de Singleton ¢ col. (15653).

Os AL: LDC, EDC, MVC e BVC, foram obtidos de doacBes de inddstrias
farraacéuticas. A procedéncia e nome das preparagdes comerciais, bem como as estruturas

dos AL sfio dados na Tabela 2 ¢ Figara 1.

Tabela 2: Fonte & Nome comercial dos Anestésicos Locais estudados.

Anestésico Local  Abreviagiio Fornecedor Nome Comercial
Lidocaina LDC Apsen Quimica e Farmacéutica Xilocaina
Etidocaina EDC Astra Pharmaceutical Products  Duranest
Mepivacaina MVC Sterling Drug Inc. Carbocaina
Bupivacaina BVC Apsen Quimica e Farmacéutica Marcaina

3.3- PREPARACAOQ DE VESICULAS MULTILAMELARES DE EPC

Aliguotas de EPC, foram retiradas de solugdes estoque (mantidas a -80°C),
ressuspensas em cloroformio ¢ foram evaporadas sob fluxo de N; seguido de vécuo (2
horas). Foram obtidos lipossomos multilamelares (LMV) por adi¢8o do tampio e agitac8o

vigorosa, em vortex por 5 min.
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G tampo usado para os experimentos com anestésicos locais desprotonados € o
carbonato-bicarbonato 0,2M, pH 10,5. Aliquotas desse tampfic foram Hofilizadas e
ressuspensas em D,0, para os experimentos de "H-RMN e LV,

3.4- PREPARACAO DE VESICULAS UNILAMELARES DE EPC

Para os experimentos de RMN de hidrogénio e Fosforo, Fluorescéncia, 1.V. e RPE
foram utilizadas vesiculas unilamelares pequenas, SUV de EPC. Essas vesiculas foram
preparadas a partir de LMV, submetidas a sonicag#o (poténcia SOW, 20kHz de freqiiéneia
nominal, sob fluxo de N;) em tubos mergulhados em banho de gelo e ponteira {"tip™)
imersa a meia altura, sintonizados para méxima cavitagiio. A sonicacio foi feita em ciclos
aliernados de 1 minuto (agitaclo/repouso), para evitar superaguecimento da amostra. O
tempo de sonicacfo, até translucidez da amosira (Sheeiz & Chan, 1972; De Bony &
Dennis, 1981), foi de 15-20 min para as amostras contende 50 mg/ml (65mM de EPC) que
foram utilizadas nos experimentos de RMN. As amostras foram entio centrifugadas a 1000
x g durante 15 min,, wiilizando na centrifugacio uma pequena quantidade da resina Quelex
(quelante de metais), para a retirada de residuos de titanio provenientes da ponteira do
sonicador (Sonics & Materials, modelo VC50) ¢ remogio de particulas maiores. Para todas
as amostras foram feitas dosagens colorimétricas de fosfomolibdato, apés digestdio 4cida

(com 4cido perclorico, a 180°C) para determinacio da concentraciio dos fosfolipidios, de
acordo com Rouser ef al. (1970).

3.5 - MEDIDAS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

As medidas de RPE foram conduzidas em espectrOmetre  Bruker ER-200,
operando em freqiincia de 9 GHz (3,4 KG) pertencente ao laboratério da Proft Dr? Shirley
Schreier, do Instituto de Quimica da USP. Foram utilizadas celas chatas de quartzo para
amostras liquidas, com capacidade para 200 ul..

Os marcadores de spin utilizados nos experimentos de RPE foram os ésteres
metilicos dos dcidos 5, 7, 12-doxil estesrico (5, 7, 12-MeSL) da Sigma Chemical Co.
(Figura 9). Nas medidas de RPE foram utilizadas SUV (8 mM). Os marcadores
paramagnéticos foram incorporados nas membranas numa razio molar de 1 mol Y. A

organizacdo da membrana foi monitorada pela medida da raziio das intensidades dos picos
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de campo baixo (b)) € campo central (hg) nos espectros de RPE dos marcadores MeSL
(Figura 7).

O
CHy~ (CHy) (CHy c//
Oy _
/C \CHs
n=3,5,10 o “u—o

z =18 -(3+n} \ ;\‘

Figara 9: Estrutura quimica dos marcadores de spin membranares do tipo nitréxido-metil-estedrico (MeSL).

A Figura 7 mosira um espectro tipico de marcador nitréxido em vesiculas
lipidicas, com as linhas de campo baixo (hs), campo médio (he) & campo alto (h.g), sendo

diferentemente afetadas pela restricio do movimento do marcador de spin na membrana.

3.6- MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um fluorimetro HITACHI F-
4500, a temperatura ambiente (22°C). Foram utilizadas sondas lipofilicas de pireno,
excitadas em 345 nm e cujos espectros de emissdo foram registrados na faixa de 350 a
500am. A sonda fluorescente foi incorporada nos lipossomas numa razio molar de 1 mol%
{sonda: lipidios de membrana), durante a preparagdo ¢ antes da secagem dos lipidios.

Foram medides as intensidades de fluorescéncia inicial do marcador (lo)
incorporado na membrana; em seguida realizou-se a adigio de AL ¢ mediu-se a
fiuorescéneia resultante (I), apds tempo de equilibrio de 15 a 30 min. A razfio I/l mede a
supressiio da fluorescéncia do marcador, causada pela inser¢o do anest€sico na bicamada.

A  estrutura quimica dos fluordforos usados, derivados de 4cidos graxos

covalentemente ligados ao pireno e obtidos da Molecular Probes, pode ser vista na Figura
10.

27



Materiais e Métodos
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Figura 18: Estrutura guimica dos marcadores membranares de fluorescéneia, derivados do Pireno em pH
10,5,

3.7 - MEDIDAS DE INFRAVERMELHO

As medidas de IV foram realizadas em um espectrémetrc BOMEM-MB Series,
pertencente ao Instituto de Quimica/Unicamp. As amostras foram preparadas utilizando
tampdo lofilizado, ressuspenso em 1,0, devido a grande absorgdic de dgua nessa regifio do
infravermelho ¢ montadas em celas de CaF, de 10pL. Foram feitas 50 varreduras por
amostra de SUV ou SUV+AL, com o intuito de observar alteracdes em duas regies
espectrais: da banda de estiramento assimétrico do fosfato (vass P=0), entre 1200-1300 cm’
!, & bandas de estiramento C=0 (v,«C=0), entre 1700-1800 cor! (Wong & Mantsch, 1988).

Na regido do infravermelho para membranas, as principais energias vibracionais
caracteristicas sdos as do estiramento das ligaghes P=0 ¢ C=0 e as diferentes bandas
vibracionais dos grupos CH, (Yeagle & Martin, 1976, Wong 1984; Wong & Mantsch,
1985).

No caso da banda v, C=0 de fosfolipidios em dispersdes aquosas, observa-se um
pico assimétrico que varia com a fase membranar, grau de hidratacfio e adicdo de colesterol

(Blume er al., 1988). A deconvolugio do espectro revela duas freqliencias vibracionais com

intensidade ¢ largura distintas (proximas a 1740 e 1727 crr! em vesiculas de DMPC). Tal
diferenca seria dada pela maior proximidade da cadeia sn-2 (banda de menor fregiiéncia)
com z interface membrana/igua, que possibilitaria a formagdo de pontes de hidrogénic com
a dgua (Mushayakarara & Levin, 1982), criando um diferente grau de hidratacio para os
grupamentos carbonilicos (Mushayakarara, ef al., 1986; Blume et al., 1988), que gira em
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tormo de 40%. Aumentos no grau de hidratacio da bicamada, como © que se observa na
mudanca de fase gel para liquido cristalino, podem ser acompanhados pela maior
smtensidade de absorgdo da banda va. C=0 ., de menor fregiiéncia.

A banda de estiramento do grupamento fosfato pode ser analisada de manecira
similar. Uma sé banda, alargada, é observada nas vesiculas Hipidicas ¢ o aumento da

formagBo de pontes de hidrogénio com a 4gua causa seu deslocamento para regifes de

menor freqiiéncia {Wong 1984; Wong & Mantsch, 1985).

3.8 - MEDIDAS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Vesiculas unilamelares, preparadas como descrito anteriormente foram levadas ao
espectrdmetro de ressonincia em tubos de RMN de Smm de digmetro, depois de
submetidas a um fluxo de N, para desoxigenacio.

Os experimentos de 'H-RMN, T; ROESY e *'P-RMN foram conduzidos no
espectrémetro Bruker DRX500 operando em um campo de 9,24 Tesla, pertencente ao
Instituto de Quimica/USP, em colaboragsio com a Dra Shirley Schreier. As medidas de
ROESY e 2'P-RMN foram feitas a 30°C e as de T, em temperaturas variadas.

3.8.1 - DETERMINACAO DO TEMPO DE RELAXACAQ LONGITUDINAL (Ty)

O método utilizade nas medidas de T, foi o da inversio-recuperacio, neste método
procede-se 4 inverséo da magnetizacio, através de um pulso de 180°, e deixa-se em seguida
ocorrer a recuperaciio, durante um periodo de ternpo t. O tempo de recuperagéo depende de
¢ O valor da magnetizagio é observado aplicando, apos cada intervalo t, um pulso de Ne
determinando-se a intensidade do sinal assim gerado (Gil & Geraldes, 1987). A seqliéncia
de pulsos utilizadas nos experimentos de inversfo-recuperagdo do sinal ¢ mostrada na
Seqiéncia 1.

di- e~ -1/ 2¢-{aquisicio) {H

Foram utilizadas nos experimentos os seguintes valores dos parametros: D; (delay)
de 6s; pulso de 180° de 24 a 26ys; mimero de scans de 16; janela de 12 ppm e utilizagdo de
16 pontos (1;), tamanho dos arquivos de 16K.
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As medidas de T; sfo conduzidas em pares controle (SUV) e tratado (SUV + AL),
dada a instabilidade das vesiculas sonicadas, se deixadas de um dia para outro. Os

experimentos levam um tempo de 30 minutos cada,

3.8.2- MEDIDAS DO EFEITO NUCLEAR OVERHAUSER (2D-NOE)

As medidas de efeito nuclear Overhauser foram feitas a partir de experimentos
bidimensionais, pela sequéncia RQOESY (*Rotating Frame Overhauser Effect
Spectroscopy”) descrita por Bax & Davis (1985) (Segiiéncia 2).

di~ %/2 - 11 - T (trava de spin) - (aquisigio) (2)
onde 1y significa tempo de mistura.

Esta técnica permite medir proximidades espaciais em sisternas bioldgicos com
mais eficiéncia que a de NOESY (Homans, 1995}, devido ao fato de sistemas biolégicos
macromoleculares (como proteinas e membranas) apresentarem difusdo de spins. No
ROESY a difuséo de spins € diminuida com isso mefhorando a qualidade das informagdes
obtidas. A difusfio de spins consiste na transferéncia da energia através dos spins enire
protons adjacentes e também para os prétons de outras regies, que estdo fracamente
acopladas com estes spins (Abragan, 1961; Kuroda & Kitamura, 1984} . Para sistemas
membranares ©.%. = 1 (Kuroda & Kitamura, 1984), e as intensidades dos cross-peaks

tendem a zero nos experimentos de NOESY, j4 no ROESY isto ndo acontece como mostra

a Figura 11 (Derome, 1987; Evans, 19935; Homans, 1995).

5 ROE HOE
% %
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> >
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Figura 11: Variaclo da intensidade do Efeito Nuclear Overhauser em fimciio de ®,T; para os experimentos
de ROESY e NOESY (segundo Derome, 1987).
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Os parametros utilizados nestes experimentos foram: pulso de 90° de 12-13ps;
puiso da segunda dimensdo de 90 ps (campo de forga de 2,7 kHz); aguisicbes - mimero de
scans de 32; atenuacfo de poténeia de 1 dB; atenuagio de poténcia do pulso soft de 44 dB;
janela de 12ppmy; tamanbo do arquivo 2048 K.

As medidas de ROESY foram feitas, com tempos de mistura varisveis (50ms a

200ms), tal que os experimentos duravam em média 4-6 horas.

3.8.3- MEDIDAS DE FOSFORO (*'P-RMN)

Vesiculas unilamelares como as preparadas para 'H-RMN, foram utilizadas nessas
medidas. Os espectros de *'P-RMN foram obtidos com sonda de 5mm, no mesmo espec-
trémetro Bruker DRX500, operando em 202 MHz para fosforo. A seqiiéncia de pulsos
utilizada estd mostrada na Segfiéncia 3.

P [ dy---1/6 —- t; (aguisi¢ho)] 3
L ¢ (— [ desacoplado]--------

Os tempos empregados foram de 7 ps para o pulso #/6 e 3s para os tempos entre
pulsos (di). O sinal de fosforo fol desacoplado do de prétons durante a aquisicdo. Foram
realizadas em média 6000-8000 aquisicSes por espectro, levando a um tempo meédio de
aquisi¢do de 8 h/experimento. As janelas foram calibradas utilizando um padrio de HiPOq
{85%).

A técnica de RMN de fosforo € atualmente utilizada como uma ferramenta para
investigagio do metabolismo, uma vez que grupamentos fosfatos (como os presentes no
ATP, ADP, fosfocreatina) podem ser identificados em amostras de tecidos, com potencial
diagnostico de estado fisiologicos (repouso, exercicio) e patologicos (Gadian ef al 1979,
Radda, 1986). Como o fosforo é um constituinte da principal classe de lipidios
membranares, a técnica de 3IP.RMN tem sido bastante usada em membranologia. A
vantagem da utilizagiic de fosforo € que ele apresenta apenas um isétope ¢'P), o qual tem
spin meio (I=%). Em estruturas que apresentam rapido movimento isotrépico como as

micelas, micelas invertidas e vesiculas pequenas (nosso caso) detecta-se um Umico sinal
alargado (Warren, 1987).
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Em vesiculas unilamelares peguenas somente ym deslocamento, isotrépico, do *'P
¢ observado e variagBes em sua freqiiéncia de ressonfncia refletem alteracBes na nuvem

eletrénica (blindagem) local do grupamento fosfate, sendo Gteis para determinar a presenca
de dipolos préximos ao ¥'B.

3.9 -MODELAGEM MOLECULAR

O programa MOLDEN (Molecular Density) foi utilizado para a construgfc das
estruturas dos AL. Os cdlculos foram feitos considerando-se a forma neutra dos AL, no
vacuo (constante dielétrica, CD=1,5). A partir das estruturas dos AL montadas, tais
arquives foram transformados em arquivos de entrada (“inputs™) que foram processados
pelo programa GAMESS (General Atomic and Molecular Eletronic Structure System). Para
fazer as otimizagbes dos AL, usando o GAMESS que consiste em um programa de quimica
quéntica geral, produzido pelos membros do Gordon Research Group (Jowa State
University) e que utiliza a abordagem semi-empirica AM1 (Austin Model 1). O método
AM] utiliza para os célculos semi-empiricos a distribuicdo de cargas ¢ momentos dipolares
utilizando a aproximagdo MNDO, “modified neglect of diatomic overlap”, (Dewar &
Thiel., 1977), apresentando uma vantagem sobre os métodos ab initic de necessitar de wm
menor tempo de computagio e resultar em boa precisfo.

Os métodos semi-empiricos baseiam-se em um grande bance de dados de
estruturas moleculares, e seus resultados t2m sido descritos como de grande utilidade na
avaliacdo de novos compostos orgénicos (Dewar et. al. , 1985).

Os calculos foram realizados utilizando as facilidades do CENAPAD-SP {Centro
Nacional de Processamento de Alto Desempenho em S3o Paulo) onde estdio instalados os
programas MOLDEM e GAMESS e do qual utilizamos maquinas em modo paralelo.
Contamos com a colaboracio do aluno de mestrado Ataualpa Albert C. Braga, do
Departamento de Fisico-Quimica/ Instituto de Quimica/ UNICAMP. O programa GAMESS
forneceu, apés os cdlculos, um arquivo de saida {(foutput™} com as informacdes de

otimizacdo, energia, freqiiéncia, etc que puderam ser visualizados no programa MOLDEM.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

Neste item apresentarernos resultados referentes ao estudo da interacfio de
anestésicos locais do tipo amino-amida com membranas fosfolipidicas, utilizando para tal,
diversas técnicas espectroscdpicas (RMN, EPR, fluorescéncia ¢ infravermetho).

Os resultados apresentados referem-se a forma neutra dos AL, com medidas
feitas em pH 10,5. Neste pH a membrana de EPC mantém seu caréter zwitterinico e néio
hi variagio no empacotamento dos fosfolipidios pa bicamada em relago ac pH

fisiologico, como medido pela organizacio de vesiculas de EPC com marcadores de spin

{controle).
4.1 - PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E ATIVID
ANESTESICOS LOCAIS

Na Tabela 3 encontram-se algumas propriedades fisico-quimicas dos quatro AL
em estudo (LDC, EDC, MVC e BVC) como pesos moleculares, constante de ionizac8o
(pKa), solubilidade (Sway.) ¢ coeficiente de parti¢io (P) entre octanol e agua, determinado
por separacdo de fases, sendo esses dois dltimos parimetros relativos 2 forma
desprotonada dos AL (pH 10,5). A poténcia anestésica, relativamente a procaina que foi
o primeiro AL sintetizado, ¢ também apresentada, bem como o tempo de duragdo da

anestesia.

Tabela 3: Valores de Peso Molecular, pKa em meio aquoso, Solubilidade aquosa (pH 10,5) e Coeficiente
de Partigiio entre octanol e dgua (pH 10,5), Poténcia anestésica (em relagio a procaina=1) e Meia-Vida no
plasma (h) dos AL estudados.

AL PM pKa® Sw.”(mM) P,  Poténcia® Meia-Vida (b)°
LDC 270,79  7,9-7,7 13,1 14,45 4 1,5
EDC 312,87 7,7 0,16 47,86 16 3,0
MVC 282,80 7,6 8,82 16,98 2 1,5
BVC 324,88 8,1 0,58 22,91 16 2,5

@ Covinc & Vassalo {1986); ® de Paula & Schreier (1995); © de Paula (1993).
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Pelos dados da Tabela 3 podemos verificar que os anestésicos em estudo apesar
de serem da mesma familia, amino-amidas, apresentam propriedades fisico-quimicas
diferentes, podendo ser divididos em dois grupos, os que apresentam maior solubilidade
aquosa em pH 10,5 (LDCe MVQ) e em contrapartida, os que apresentam maior particdo
em membrana (EDC e BVC). Note-se que esses altimos tem grande poténcia anestésica ¢
maior tempo de anestesia.

Analisando sinda a estrutura quimica desses AL {mostrada na Figara 1)
verificamos que dois deles apresentam-se ciclizados no grupamento amina (MVC e BVC)
e dois séo aciclicos (LDC e EDC). Sendo assim, poderemos correlacionar a localizagiio no
interior da bicamada lipidica dos AL aqui estudados com suas diferentes propriedades
(hidrofobicidade, volume molecular), determinadas pelas substituices da cadeia Iateral da
familia das amino-amidas.

Conhecendo o coeficienie de particio e a solubilidade desses COmposios,
pudemos preparar protocolos para os experimentos, de forma a comparar efeifos na

membrana, produzidos pela mesma razio molar AlL:lipidio, no interior da bicamada.

42 - MEDIDAS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA

Foram realizadas medidas de RPE, com o intuito de avaliar a aclio dos AL nas
propriedades estruturais ¢ dinfimicas dos lipidios em lipossomas unilamelares de EPC,
utilizando para isso marcadores de spin em diferentes profundidades da bicamadas. Cada

experimento foi realizado pelo menos em duplicata.

42.1 - EFEITO DOS ANESTESICOS SOBRE A ORGANIZACAO DE
MEMBRANAS LIPIDICAS, MEDIDO POR RPE

Nas vesiculas unilamelares de EPC (8 mM) contendo marcadores da série MeSL
(5, 7, 12), observamos o efeitc do anestésico (definido em metodos, item 3.1.1), pela
variagho das intensidades dos picos de campo baixo € central (no espectro de RPE) em

relagdo a amostra controle, sem AL. O aumento da raziio h./hy por acdc dos AL indica
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uma diminuigdo na organizagio (menor ordem e maior mobilidade) das moléculas
fosfolipidicas na bicamada.

Os espectros do marcador 5, 7 ¢ 12-MeSL (controle ¢ em presenca de LDO)
ohtidos nos experimentos realizados podem ser vistos na Figura 12, Todos os marcadores
t8m seu sinal estreitado, indicando menor organizagdo local, causada pela insergdo da
LDC naguela regifio da bicamada. Resuitados semelhantes foram descritos anteriormente,

paraaLDCem vesiculas multilamelares (de Paula & Schreier, 1995).
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Figura 1Z: Espectros de ressonfincia paramagnética eletrénica dos marcadores 5, 7 & 12 MeSL em
vesicuias ninlamelares de EPC, 8 mM, com e sem LDC (20 mM).

Os efeitos causados pelos AL na membrana de BPC e detectado pelos

marcadores de EPR 5, 7, 12-MeSL podem ser vistos na Figuras 13.
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Figura 13: Efeito dos Al na organizacio de vesiculas unilamelares de EPC, acompanhada pelo espectro
dos marcadores de RPE 5, 7, 12 MeSL, (a) LDC, (b) EDC, (¢) MVC e (d) BVC; pH 10,5 a 22°C.

Os quatro AL estudados (Figuras 13a a d) perturbam a organizagio das SUV,
sendo concentragdo dependente e tendendo a saturagfio, como observado anteriormente
em LMV (de Paula & Schreier, 1995). O efeito observado ¢ maior nas SUV (presente
trabalho) que nas LMV. Esse aspecto das curvas indica que o anestésico particiona na
bicamada de maneira proporcional & concentragio adicionada (fase linear) até que atinja
uma saturagdo.

Qutra observagio importante é que para todos os AL os marcadores superficiais
foram os que mais sofreram alterages (5< 7< 12 MeSL) o que poderia indicar uma

localizagio mais superficial dos AL na bicamada. Porém ¢é preciso considerar o gradiente
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decrescente de ordem e mobilidade das cadeias acila da EPC, a medida que nos
aproximamos do centro da bicamada. Medidas de T; com RMN de deutéric {Rance ef af,
1980; Ellena ef al, 1988}, Be (Godici & Landsberger, 1974) ¢ 'y (Gaffhey & MceConnell,
1974; Kuroda & Kitamura, 1984) mostram que ha um aumento progressivo da mobilidade
rotacional dos nicleos estudados, indo das posigSes iniciais (carbonos 1, 2) até a metila
terminal das caudas de membranas fosfolipidicas. Observacles semelhantes foram
relatadas para a orientagfio das moléculas lipidicas em relacfio ao eixo diretor da bicamada:
o pardmetro de ordem decresce em diregfio ao interior hidrofobico (Seelig, 1975; Driscoll
et af, 1991).

Desta forma ¢ maior empacotamento das regides mais superficiais da cadeia acila
pode proporcionar uma malor “sensibilidade” acs marcadores mais superficiais (5 e 7
MeSI) justificando a observagiio de maiores efeitos nesses marcadores {com todos os
ALY

Feitas essas consideragBes, podemos ainda assim comparar ¢ efeito dos diferentes
anestésicos nas trés regides monitoradas da cadeia acila, pois alteragBes mais pronunciadas
em dado marcador refletiriam posicionamento especifico do AL.

Uma analise quantitativa do efeito causado pelos anestésicos através da razdo
hi/h, foi feita para razdio molar de 1:6 (AL:lipidio) e para os efeitos maximos provocados
por cada AL nos marcadores posicionados em diferentes profundidades (Tabela 4).

Sabe-se que AL sfio capazes de alterar a organizacio de membranas lipidicas e
bioldgicas, através do aumento no grau de mobilidade rotacional e diminuigio da ordem
dos fosfolipidios na bicamada (de Paula & Schreier, 1996). Estudos de RPE, como os do
grupo de Wang (Gargiulo & Giotta, 1973; Giotta ot al, 1974; Wang et al 1983,
Limbacher et al, 1985) mostraram o efeito desorganizador na bicamada causada por
analogos paramagnéticos de AL. Usando analogos da TTC e o marcador de spin 5-SASL
{doxil estearato) Bianconi e col. verificaram alteracfio na ordem - medida pelo parmetro
de ordem, S - de bicamadas lipidicas multilamelares causada pelos AL de até 13%,
enguanto que com o marcador 5-MeSL (éster metilico do SASL), variagdes do parfmetro
hu/hg chegavam a até 60% (Bianconi et al, 1991). Semelhantemente, resultados

anteriores deste laboratério com o marcador 5-SASL mostraram alteracio méxima de S 3%
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de cerca de 10% (de Paula & Schreier, 1995), enquanio que © marcador 5-MeSL
mostrou-se bem mais sensfvel (até 26,5%) para o efeito méximo da lHdocaina em vesiculas
multilamelares grandes (Pinto, 1998); ja o marcador 12-MeSL {Pinto, 1998; Pinto et al.,

2000) mostrou menor sensibilidade (variacio méxima de cerca de 11% em h, /b)) que o

marcador na posicio 3, nas mesmas condigBes experimentais.

Os resultados aqui apresentados mostram variagfo méxima do pardmetro h, /by

nos espectros do 5 MeSL de até 36,5 % por efeito da 1L.DC em vesiculas unilamelares
pequenas (8mM) de EPC, indicando que as SUV seriam mais sensfveis a perturbagio da
organizagdo lipidica por agdo dos AL que as vesiculas multilamelares.

Finalmente a Figara 14 representa as alteracBes de h./hy no efeito maximo (8) €
para a mesma razio molar AL:Jipidio na membrana (b), calculada a partir dos valores de

coeficiente de particiio dos AL entre vesiculas ¢ dgua (Tabela 6).

Tabela 4 Desorganizagio da bicamada lipidica causada pelos AL. Medidas de RPE com marcadores do
tipo MeSL em vesiculas unilamelares (dados da Figura 12

AL/Efeito{%) 5-MeSL 7-MeSL 12-MeSL

LpC
EDC
MVC
BVC

*Efeito percentual (segundo equacdo 1) medido quando a razio molar de Al na membrana
era de 1:6 AL:EPC. ® Efeito méximo, observado na saturacc da membrana.
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Figura 14: 2} Efeito maximo provocado peloes AL nos marcadores de RPE em diferentes posicfes; b)
Efeito na razdo molar 1:6 AL:EPC (na membrana) para marcadores de RPE em diferentes posicles.

Através dos resultados mostrados na Tabela 4 e Figura 14, vemos que (para os

marcadores 5 e 7 MeSL) os AL gue causam maior efeito, em uma mesma razio molar

AL:EPC (1:6 na membrana), sio LDC>EDC>MVC>BVC. A amplitude do efeito decai no

sentido do interior da bicamada, refletindo a menor organizacfo local, como discutido

anteriormente. Na posicio 12 somente a EDC tem efeito pronunciado, enquanto os

demais AL mantém o perfil de perturbagio semelhante ao observado com 5 e 7 MeSL.

A andlise da Tabela 4 ¢ Figura 14 € bastante intercssante pois revela:

i

i)

que a LDC tem um efeito desproporcionalmente grande nos marcadores 3
¢ 7 MeSL, o que constitui forte evidéncia da sua localizacdo nas regides
mais superficiais da bicamada, de acordo com resultados anteriores de
nosso laboratério (Pinto, 1998).

que o efeito da EDC estende-se até o marcador 12 MeSL (nfio decai tho
acentuadamente come o da LDC, MVC e BVC).

que os AL de substituintes ciclicos (MVC e BVC) t8m menor efeito que
seus analogos nfo ciclicos, de igual hidrofobicidade, um resultado curioso
ja que esperava-se observar grande perturbaciio pelo (s) efeito (s) estérico
do arel piperidinico da MVC e BVC. No entanto, devemos considerar
que o AL, apesar de causar um espagamento entre os lipidios ac se mserir
na bicamada (justificando af seu efeito desorganizador) ¢ capaz de

preencher parte desse volume-livre criade no interior da bicamada,
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compensando parcialmente a desorganizacic causada e diminuindo a
probabilidade de isomerizacGes trans-gauche (Gallova ef al, 1997).

iv) que os AL mais hidrofdbicos (EDC e BVC) tém sua particio na
mernbrana limitada pela sua baixa solubilidade aquosa (como discutido no
item 4.2.2), tal que seu efeito méximo na membrana é inferior aos
andlogos de igual hidrofobiciade (Figura 14 a). No entanto, na mesma
proporcéc dentro da membrana, esses s#io tdo eficazes quanio seus
andlogos (Figura 14 b).

4.2.2- MEDIDAS DO COEFICIENTE DE PARTICAQO POR RPE

A alteracfio de hy/hy em fing8o da concentracio de AL (Figura 13) revela uma
tendéncia a "saturacfo” da membrana. Trabathos anteriores de nosso laboratério
mostraram que a “saturagio” observada pode resultar de ter sido atingida a solubilidade
aquosa do anestésico (de Paula & Schreier, 1995), que limita 2 parti¢fo.

Neste caso, utilizando a solubilidade aquosa dos AL (Tabela 3) na Equacfo 5,
como a concentragio do AL na fase aquosa (ng), pudemos deduzir a concentracio
maxima de AL na membrana - que ¢ a diferenca enire na e a concentrago total de AL {(ny)
na "saturagfio" da membrana ou efeito maximo (j4 que nf = ng + nm) - para um dado
volume de membrana e 4dgua. Assim, pudemos calcular os valores do Coeficiente de
Particiio dos AL nas vesiculas unilamelares pequenas, sem uso de técnicas de separacfio
de fases (Lissi et al.,, 1990; de Paula & Schreier, 1995), pela Equaciio S:

P=(nm/Vm)/(na/Va) &)

onde n € o nimero de moles e V o volume das fases membranar (m) e aquosa {a).
O volume de membrana (Vm) foi calculado a partir da concentracio lipidica assumindo-se
densidade =1mg/ul. (de Paule & Schreier, 1995).

Como a concentraciio do AL desprotonado em dgua é pequena, a transferéncia
dos AL para a fase membranar estaria sendo limitada pela sua concentragfio aquosa:

AL

Alssido ~  Aligua

{Solubilizagdic) (Particiio)

membrana
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Na verdade, parece haver uma questfio cinética no primeiro equilibrio, ¢ a
solubilizacdo do AL nfio acontece rapidamente (a reacdo foi seguida por RPE por mais de
4 horas, sem alteracBo do efeito).

Os valores de Psyvy, assim determinados (usando a sohibilidade aguosa dos Al da
Tabela 3 na Equacfio 5 ¢ os valores de w da Figura 13} conforme metodologia
desenvolvida em nosso Iaboratério {de Paula & Schreier, 1995) podem ser vistos na
Tabela 6.

Tabela 6: Valores de Coeficiente da particio EPC/tampfio da forma neutra dos AL obtidos dos

experimentos de RPE em vesiculas unilamelares (Psuv), muitilamelares (Pygy) e por separaco de fases
(Ps.5). Tampdo carbonato 0,2M, pH 10,5.

AL Psov Pury Psp
LpC 74424 92 144+54
EDC 12071202 1077 12024480
MVC 69L7 75 08+12
BVC 840+301 870 7981147

* em MLV, de Paula & Schreier, 1995.

A Tabela 6 mostra também os valores de Pyy v, encontrados para os 4 anestésicos
em vesiculas multilamelares de EPC pela mesma metodologia (de Paula & Schreier, 1995),
em comparacdo com resultados obtidos com vesiculas multilamelares por separagio de
fases (ultracentrifugacdo, Psy). Existe uma correlaciio bastante boa (R=0,994) entre as
duas medidas espectrométricas (Psyv € Pyry) e entre essas e as medidas feitas por
ultracentrifugacfo, com separacio de fases, Pg (R=0,998 ¢ R=0,988, respectivamente).

Esses dados confirmam a aplicabilidade dessa metodologia que, além de poder ser
utilizada com qualquer método espectroscépico — do qual se mensure um pardmetro que
varie proporcionalmente s particio do AL na membrana - ndo requer a separacdo de fases
lipidica e aquosa, evitando erros experimentais decorrentes dessa separacio (de Paula &
Schreier, 1995). Os dados de Pyyy foram utilizados para calcular (no lugar de Pgy, usados
anteriormente) a concentracio de AL nas membranas e comparar os efeitos dos diferentes

Al, quando na mesma proporgdo na membrana.
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4.2.3 - PARTICAC NAOQ-IDEAL DOS ANESTESICOS LOCAIS

Uma demonstragdic de que a saturag3o da fase aguosa leva & falsa “saturacfio™ da
membrana pode ser obtida pela “previsfo” ou célculo da concentragiic de AL méximo na
membrana (v na saturacio) e nf (sendo w=Sw + wnm), empregando-se valores de
Coeficienie de Partico previamente covhecidos e valores de Sw no lugar de na, na
Eguacfie 5. Neste caso a concentracfio calculada de AL total () deve ser igual a
encontrada experimentalmente na Figura 13. Em outras palavras esse céleulo permite
saber qual a concentraclio de AL que levard a “saturacio” da membrana, partindo-se da
premissa que a maxima quantidade em H,O (na) serd atingida pois equivale a Sw. De fato,
os valores de m# calculados desta forma (Tabela 7), usando o valor de Psyv em 8 mM —
6,16 mg/ml - de EPC, apresentam boa correlagiio com os valores determinados
experimentalmente, a partir da  Figura 13. Portanto, conclui-se que a "saturagfo”
realmente ocorre por ter sido atingida a solibilidade aquosa do AL, e que a transferéncia
dos AL para a membrana € mediada pela dgua (Frezzatti Jr. ef al., 1986), que limita a
particiic do AL, mesmo em altas concentracSes de membrana (Butherworth & Strichartz,
1990, de Paula & Schreier, 1995 ¢ 1996). Observagdes semelhantes foram feitas para a
partigdo de n-dlcoois e trés anestésicos gerais: cloroformio, halotano e dietil-eter, entre
membranas de DPPC e agua; os autores demonstraram que a parti¢iio era limitada pela
baixa solubilidade aquosa dos compostos (Hill, 1974). O efeito limitante da solubilidade,
restringindo a particBo (conhecido como efeito “cutoff”) também foi descritc para
inseticidas do tipo hexacloro-ciclohexanos, em vesiculas de DOPC (Jones & Lee, 1985) e
para a poténcia anestésica de n-dlcoois em neurbnios de girino em dlcoois com mais de 12
carbonos e solubilidade aquosa inferior a 10° M (Pringle et al, 1980), para AL do tipo
amino-éster € amino-amidas em vesiculas multilamelares de EPC (de Paula & Schreier,
1995), para andlogos de heptacaina em membranas orientadas de DPPC (Gallova et al,
1997) ¢ para a trifluoperazina em vesiculas de EPC e eritrocitos (Malheiros et al., 1998).
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Tabela 7: Particio ndo ideal. Valores de ns experimental (obtidos da Figura 13} e caleulados segundo a
Equagiio 5 (ver texto); constante de ligacio (Kb) e Kb.Sw.

AL nt experimental  nt ealenlado Kb* Kb.Sw
{mMM) {mM]}
LDC 19,83 19,07 57 0,74
EDC 1,52 1,34 929 0,14
MVC 12,74 12,56 53 0,50
BYC 3,40 3,58 647 0,37

# Constante de ligagio (Equacfie 7) obtida dos valores de Psuv.

Segundo Hill, o efeito “cutoff ¢ observado quando a particBio do soluto na
membrana nfic € ideal (Hill, 1974). A particio ideal ocorreria quando houvesse certa
proporcionalidade enire a hidrofobicidade e a solubilidade aguosa do composto e fbi
definida como (Equaciic 6) :

KvxSw=2 {6}
(concentracOes expressas em mol/soluto por mol/solvente). Onde K, ¢ a constante de

ligacBo do soluto a2 membrana e relaciona-se com o coeficiente de particdo, P, através do

volume molar parcial (V) do lipidio (Equagdo 7):

Ke = P.V %)
Para a EPC o volume parcial ¢ de 0,770 L/mol.

Quando hé particSio nfio ideal caracteriza-se a desproporgiio entre os valores de
Coeficiente de Particdio ¢ da solubilidade aquosa do composto ¢ a Equacgiio 6 leva a
valores menores que 2 (Kb . Sw <2). Valores menores que 2 foram descritos para a
particdo da forma neutra de AL do tipo amino-éster ¢ amino-amidas, em vesiculas
multilamelares de EPC (de Paula & Schreier, 1995).

Os valores de Kb ¢ os de Kb.Sw para a partigdo dos AL em vesiculas
unilamelares podem ser vistos na Tabela 7, caracterizando a partigio nfo ideal dos AL,
que possibilita a medida de coeficiente de particiio (P). Esses dados evidenciam a
importéncia do cardter anfifilico da molécula do AL para sua acdo farmacologica e

explicam resultados antes considerados controversos, como o relato da diminuicdo do 44
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bloqueio & condugio de estimulo nervoso em fibras tratadas com DBC quando o pH da
solucfio era elevado de 7 a 9 (Ritchie et al., 1965; 1968); nesse caso, embora 0 aumento
de pH seja acompanhado por maior particio da forma neutra do AL, ha grande queda na
solubilidade aquosa da DBC (pKa=8,4), impedindo sua parti¢do e, conseqlientemente
diminuindo o efeito anestésico.

Igualmente explica-se a maior eficiéncia aparente da LDC sobre a EDC nos
experimentos de RPE (Figura 14 1) que desaparece a0 compararmos 0s 2 AL na mesma

proporcio na merbrana (Figura 14 b).

4.3 - MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

As medidas de flucreso@neia foram realizadas para observar alteragBes em sondas
do tipo 4cido pireno em diferentes profundidades da bicamada {Figura 1) quando em
presenca de concentragdes crescentes de AL (LDC, EDC, MVC e BV(C). Os
experimentos foram planejados de forma que os efeitos dos AL pudessem ser
correlacionados entre si, ou seja, em uma mesma razdo molar (0,07:1, AL:EPC, na
membrana). Devido a limitagSes de disperséo de luz, as medidas de fluorescéneia foram
realizadas utilizando baixas concentragdes de EPC (0,678 mM), limitando a proporgdo de
AL incorporada a membrana.

As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (22°C), sendo utilizadas
sondas lipofilicas de pireno incorporadas nos lipossomas numa razao molar de até T mol%
e excitadas em 345 nm.

Os espectros de emissdo dos marcadores 4, 6, 10 & 16-py obtidos entre 350 ¢ 560

nm podem ser vistos na Figura 135 (controle ¢ em presenca de EDC).
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Figura 15: Espectros de emissdo do marcador: (a) 4-py, {b) 6-py, (c) 10-py e {d) 16-py, em vesiculas
unilamelares de EPC (0,678 mM), com e sem EDC (0,13mM). A= 345 nm, Ao~ 378 nm, 22 °C.

O efeito supressor dos AL na fluorescéneia dos marcadores 4,6, 10 e 16 acido
pireno em membranas de EPC (medidas realizadas em triplicata) podem ser vistos na

Figura 16,
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Figura 16: Efeito supressor dos AL na fluorescéncia dos marcadores 4, 6, 10 ¢ 16 4cido pireno em
membranas de EPC (SUV), (a) LDC, (b) EDC, (¢) MVC e (&) BVC. A= 345 nm, A= 378 nm, 22 °C.

Semethante a0 efeito desorganizador da membrana visto nos experimentos de
RPE (Figura 13), na Figura 16 (b e d) observamos um comportamento tendendo a
saturacio (evidente para a EDC e BVC). Para LDC ¢ MVC (Figuras 16 a e ¢) nas
concentragBes de membrana utilizadas nos experimentos (0,678 mM), nfio foi atingida a
saturaciio da membrana ¢ somente a fase inicial da curva é vista. J& para a EDC e BVC a
saturacio observada deve-se & saturagio da fase aquosa, por ter sido ultrapassada a
solubilidade aquosa destes anestésicos o que limita a partig8o na membrana, como
mostrado no tem 4.2.3. O parimetro usado nos experimentos acima foi a supressio da

fluorescéneia (Io/T) do marcador, medida na presenga (I) ¢ na auséncia do AL (Ip). O efeito
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de “quenching” neste caso pode estar ocorrendo por trés motives: o primeiro, indireto,
seria causado pela entrada do anesidsico na membrana causande wma expansdo da
bicamada gue permitiria maior acesso de moléculas de oxigénio ao marcador, ocorrendo o
contato entre a molécula de oxigénio e do fluoréforo (py), o que provocaria a diminuicio
na intensidade do sinal (Lakowicz, 1983). A segunda explicaciio & a de que o anestésico se
insere na membrana em localizacBio préxima ao fluordforo { e visto gue aminas sdo
eficientes supressores, o fluoréforo no estado excitado recebe um elétron da amina),
causando a supressio do fluordforo (Lackovicz, 1983; Warren, 1987). As duas
possibilidades descritas acima, referem-se ao fendmeno de supressio colisional ou
dindmico, ou seja, pelo encontro do fluordforo com o supressor (espécie que causa a
supressfo), sendo o oxigénic um dos melhores supressores colisionals conhecidos,
seguido pelas aminas. A terceira possibilidade para a existéncia de supressiio seria pela
complexacdo do supressor com o fluordforo durante o tempo de vida do fluordfors no
estado excitado {conhecido como supressiic estdtica), onde pode existir a formagfio de um
complexo ndo fluorescente entre o quencher e o fluordforo, podendo ser causado pelo
anestésico em uma interagio especifica (Jones, 1990).

Nas nossas medidas nfic podemos afirmar qual (is) tipo (s) de fendmeno esta (3o)
ocorrendo, para sabermos realmente necessitariamos de realizar medidas de tempo de vida
{0 que ndo € possivel em nosso equipamento) ou na auséncia de O,. Desta forma usamos a
informac8o pela supresso (a exemplo do pardmetro h.i/hy nos resultados de RPE) para
analise comparativa, entre os AL,

Observamos ainda na Figara 16 que o efeito de supressfio quando o anestésico
foi adicionado ao sistema € mais pronunciado nos marcadores mais saperficiais (4-py > 6-
py > 10-py > 16-py). Esses dados poderiam indicar que tais anestésicos fiquem localizados
mais superficialmente no interior das vesiculas unilamelares de EPC. Entretanto, como
discutido anteriormente, € importante levar em conta o gradiente decrescente da ordem da
cadeia acila (Gallova et al, 1997) ¢ a real posigio do marcador. O 4cido pirenobutandico
néo se encontra com o pirenc em profundidade exatamente equivalente A posiciio 4 da
cadeia acila dos fosfolipidios, embora o anel do fluoréforo 4-py esteja mais superficial que

os demais homdlogos (6, 10 ¢ 16-py). Desta forma podemos apenas dizer que fais 4%
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anestésicos suprimem com mais eficiéncia a fluorescéneia dos marcadores mais
superficiais.

A partir dos dados mostrados na Figura 16 registramos, para todos oS
marcadores, o efeito dos AL na razio molar na membrana de 0,07:1 (AL:EPC) e somente
para 2 EDC ¢ BVC medimos a razéo molar no efeito maximo (Tabela 8), Os valores de

efeito na razio molar 7% foram obtidos utilizando os valores de Psuv.

Tabela 8: Ffeito dos AL na razdo molar de 0,07:1 (AL:EPC na membrana) e no sfeito méximo (EDC ¢
BYC) de supressdo da fluorescéncia de marcadores da série pireno, inseridos em vesiculas sonicadas de
EPC (0,678%mM,.

Al/Mareador 4-py &-py 10-py 16-py
Efeito(%) 0 A T Max® 00 E Max® Do Max
LDC nd® nd* nd’ nd®
EDC 59,9 41,0 29,6 293
MVC nd’ nd* nd’ nd®
BVC 28,3 24.9 23,2 17,0

2 Efeito percentual.de supressio da ﬁuore:scené.i.a cio marcador par; a ra.ze’ic.a.moiar de 0,07:1 AL:EPC na
membrana; ® Efeito méximo, na saturagic da membrana, ° nd= nfio determinado (ver texto).

Através dos resultados da Tabela 8, podemos verificar que os anestésicos nio
ciclicos, LDC e EDC, sdo os que causam maior efeito nos marcadores superficiais (4 e 6
py), em uma mesma razéo molar AL:EPC (0,07:1), visto que MVC e BVC (ciclicos)
causaram efeitos nferiores aos seus andlogos de igual hidrofobicidade, a LDC e EDC
respectivamente. Estes resuitados estdio representados na Figura 17a. Entretanlo €
importante notar que para os anestésicos da mesma série (ciclicos vs ndio ciclicos) 0s mais
hidrofdbicos sdo o0s que apresentaram maiores efeitos (na mesma razdo molar na
membrana), isto reflete, provavelmente, uma ser¢do mais profunda da EDC ¢ BVC nas

vesiculas, o que favoreceria a supressio da fluorescéncia.
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Figura 17: (a) Supressdo dos marcadores de fluorescéneia em diferentes posicSes na membrana, causados
pelos AL na razdo molar 0,07:1 AL:EPC {na membrana); (b) Supressio do marcador 4-py em dgua/etanol
(5%} em presenca de L.DC ¢ EDC.

Tais resuitados 18m boa cotrelagio com as propriedades biolégicas destes AL,
visto que os AL nfo-ciclicos apresentam maior poténeia anestésica que os ciclicos e os
mais hidrofébicos que os mencs (Covino & Vassalo, 1985).

Os resultados evidenciam mais uma vez o maior efeito da LDC no marcador mais
superficial {4 py), corroborando as evidéncias de RPE da localizagio desse AL na regido
da interface cabega polar/ cauda hidrofobica das vesiculas (Figura 16 a).

Cariosamente a EDC mostrou efeito desproporcionalmente grande, em relagio
aos demais AL ¢ a experimentos anteriores de RPE em vesiculas unilamelares (Figura 17a
e Tabela B) ¢ multilamelares (de Paula & Schreier, 1995). Acreditamos que este resultado
seja causade pelo maior efeito supressor da EDC sobre o marcador de fluorescéncia
(Lakovies, 1983) ¢ a EDC seria mais potente que a MVC ¢ a BVC, cujo grupamento
amina tercidrio faz parte do anel piperidinico ¢ esta protegido por um grupamento metil ou
butila. Em relagdo a LDC o maior efeitc da EDC seria explicado pela maior
hidrofobicidade desta e sua afinidade pelo interior hidrofdbico da membrana, enquanto
temos grandes evidéncias de localizaciio superficial da LDC nessas vesiculas. Tais
evidéncia foram confirmadas através dos resuitados mostrados na Figura 17b, onde a
EDC causa uma maior supressdo da fluorescéneia do marcador (4-py) que a LDC em

agua/etanol (o etanol foi utilizado para aumentar a solubilidade do marcador em sgua),
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4.4 - MEDIDAS DE |

Para observar a ac8o dos AL sobre a cabega polar dos fosfolipidios foram feitas
medidas de absor¢do na regiio do infravermelho, da fegliénein do estiramento do
grupamento fosfato ¢ das carbonilas da EPC. A Figura 18mostra o espectro de
infravermelho de vesiculas de EPC (unilamelares) contendo ou nio LDC, na regifio entre
600 cnt’ a 3800 cm’. As atribuicdes das bandas foram feitas a partir de trabalbos
semefthantes da literatura, usando membranas fosfolipidicas multilamelares (Ueda et al,
1994). Os valores de freqii€ncia {cm™) para as diversas bandas da EPC atribuidas, bem

como as alteracdes na presenca dos AL, podem ser vistos na Tabela 9.

O-H

Transmitancia

—EPC
e LDC:EPC 1:6
~ LDC:EPC 1:3

i R i . 1 A I : 1 1
1600 1500 2006 1 2500 3000 3500
cm

Figura 18: Espectros de Infravermelho de vesiculas unilamelares de EPC (65mM) na auséncia e presenga
de LDC {razdes molares LDC:EPC 1:3 ¢ 1:6 na membrana). Amostras feitas em celas de KBr, tamplo
carbonato 0,2 M, pH 10,5 ressuspenso em D,0 a 22 °C.
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Tabela 9: Valores de freqliéncias de absorgfio das bandas de estiramento do fosfato, P=0 e carbonila, =0
de vesiculas unilamelares de EPC (65mM) na presenca dos AL (LDC, EDC, MVC e BV(). Razio molar
AL:EPC 1:5 na membrana {exceto para a LDC medida também na razdo 1:3). Tempdo carbonato 0,2 M,
pH10,5a 22 °C.

Amostra P=0 {em™) C=0 (em™)
Controle 1203 1736
LBC 1206 1734
LDC (1:3) 1209 1730
EDC 1267 1731
MVC 1207 1735
BVC 1204 1725

Em LMYV a banda de estiramento do fosfato & registrada em 1230 cm™' (de Paula,
1993), o deslocamento dessa banda vibracional para menor fregiiéncia nas vesiculas
unilamelares (1203 ¢cm™’, Tabela 9) indica que o grupamento fosfato forma maior ntmero
de pontes de hidrogénio com a agua, o que estz de acordo com a maior curvatura dessas
SUV e conseqlientc menor grau de empacotamento da cabega polar. Na presenca dos
anestésicos parece haver menor acesso das moléculas de dgua ao grupo PO, (verificar
efeito da LDC 1:6 ¢ 1:3 AL:EPC), que seria causado pela insergio dos AL nesta regifo.
De fato temos demonstrado por medidas de T, (‘H-RMN) que a presenga dos AL na
cabega polar da bicamada libera os grupamentos amina de suas interagdes eletrostaticas
com POy vizinhos; neste caso esses grupos fosfato devem ficar mais livres, porém estio
“blindados” pela presenca do AL. Somente a BVC parece nlo ter efeito evidente sobre o
estiramento do PO4, 0 que aponta para uma insergfio mais profunda deste AL, devido a
sua maior hidrofobicidade.
A banda em 1736 cm"i, referente a carbonila, ¢ idéntica 3 observada para
vesiculas multilamelares (de Paula, 1993), é importanie notar que os AL diminuem a

freqii€ncia desta banda, indicando um maior acesso das moléculas de agua 2 carbonila, isto
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devido ao espacamento criado pela insergfio dos AL entre os fosfolipidios. Para a EDC e
BVC o efeito € maior {equivale a LDC em razdo molar 1:3, LDC:EPC), indicando
provavelmente que estas devam inserir-se mais profundamentes na bicamada.

N3o detectamos alteracBes evidentes na banda de estiramento das metilas da
colina ou gualguer outra banda identificavel da EPC.

As medidas de IR, assim como as de *'P-RMN nfo sio extremamente sensiveis
para detectar a presenca dos AL nas regides monitoradas da cabega polar e glicerol, uma
limitacio da metodologia j&4 apontada em estudos com vesfculas lipidicas grandes
(Boulanger ef al, 1981; de Paula, 1993). De qualquer maneira as pequenas alteracSes
detectadas sfio coerentes e mostram boa correlagdo com os resultados obtidos por RPE,
fluorescéncia e principalmente por RMN.

Acabamos de adquirir celss volumétricas (para amalises quantitativas) que
permitirtiio comparar o efeito causadc em termo de % de alteragio da area total das

bandas, ¢ que nos possibilitard o “refinarnento” dos resultados.
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4.5 - EXPERIMENTOS DE RMN DE FOSFORG

As medidas de **P-RMN foram realizadas com o objetivo de verificar a agdo dos
AL na regifio da cabeca polar dos fosfolipidios. As medidas foram feitas utifizando
vesiculas unilamelares de EPC em pH 10,5 em presenca dos anestésicos. Os espectros
foram calibrados com relag8o ac pico do 4cido fosforico 85 % {utilizado como padrio de

fésforo, O ppm). Os espectros do padriio e das vesiculas unilamelares sSo mostrados na
Figura 19,

Rt £ 1]

(X

M

AL
a) b)

Figura 19: Espectro de RMN de Fésforo, com desacoplamento de hidrogénio, a) do padrio 4cido fosforico
85%, b) de vesiculas unilamelares de EPC (65mM), pH 10,5, 23 °C 202 MHz.

Os espectros das vesiculas unilamelares na presenca de anestésicos sio muito
semelhantes ao da Figura 19 b. A partir desses espectros foram medidos dois
parfmetros: o deslocamento quimico do grupamento fosfato na auséneia e presenca dos
AL (com o objetivo de determinar alteragSes no ambiente quimico do grupamento
fosfato quando na presenca do anestésico) e a largura do pico a meia altura, com o
objetivo de verificar a liberdade de rotagfio do grupamento fosfato, na presenca dos AL
(Tabela 10).

Em vesiculas multilamelares de EPC o deslocamento quimico do pico isotrépico
de *'P & registrado em —1,77 ppm, aqui o deslocamento ¢ bem menor correspondendo a

0,082 ppm. Naquele sistema nio se observou alteraciio no espectro de *'P-RMN (o
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pardmetro medido foi o deslocamento quimico anisotrépico) por acdo dos anestésicos
aqui estudado (de Panla, 1993).
Tabela 10: Deslocamentos quimicos e largura do pico a meia altura do *'P da cabeca polar de vesiculas

unilamelares de EPC (65 mM) na presenca dos anestésicos locais (AL:EPC, 1:6 razfio molar na membrana).
Tampéo carbonato 0.2 M, pH 10,5, 23 °C, 202 MHz.

Desiocamento Variagio  Largura a Meia Variaco
quimico (ppm)*  (ppm) altura (Hz) ()
Controle* -0,082 1727
LDC -0,109 {-) 0,027 154,5 - 182
EDC -0,106 (-) 0,024 163.6 -9.1
MVC -0,136 (-3 0,054 200,0 27,3
BVC -0,121 (-3 0,039 172,7 0,0

* Em relagfo ao TLPO, (em 0,00 ppm).

Analisando os resultados mostrados na Tabela 18, observamos que os maiores
efeitos ocorrem para os anestésicos ciclicos (MVC e BVC), tais efeitos seriam
justificados pelo maior impedimento estérico que o grupamento piperidinico causa no
interior da bicamada, possivelmente por estar localizado préximo ac grupamento fosfato,
ou pelo espagamento criado pela inserciio do anestésico em outra regifio, e conseqgiiente
diminuicdo na interacdio eletrostitica que o grupamento fosfato estabelece com outra
molécula de fosfolipidio adjacente. Os menores efeitos encontrados para a LDC e EDC
podem ser justificados por estes causarem um menor impedimento estérico que os
ciclicos ao empacotamento lipidico. De qualquer maneira a pequena alteracio no
deslocamento quimico (negativo, ou desblindagem) indica que esses AL também teriam
localizaciio superficial

Analisando ainda a Tabela 10, a largura de linha nos indica o “grau” de
movimentacio dos grupamentos fosfatos na auséncia € na presenga de AL. Observamos
que quando em presenca de anestésicos aciclicos (LDC e EDC) o grupamento fosfato fica
mais livre, visto que o seu pico fica mais fino, enquanto que para os anestésicos ciclicos ¢
efeito € inexistente (BVC) ou oposto (MVC).

O estreitamento do pico de *’P-RMN ¢ um parimetro bastante interessante e

como veremos adiante, corrobora as informacBes de 'H-RMN que mostram maior
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dinfimica nos hidrogénios da cabega polar da EPC na presenca dos AL, sugerindo
“liberaghio” das interacGes eletrostaticas entre grupos aminas e fostato dos fosfolipidios
adjacentes. Neste caso, poder-se-ia esperar a detecciio de um grupo fosfato “livre”, mais
biindado (pico deslocado para direita em relagfio ao controle) como observado em nossos
resultados. Também seria esperado que o fosfato tivesse rotagiio mais rapida (pico mais
estreito), a pfo ser que houvesse impedimento estérico local (MVC e talvez BVC).
Embora os AL sejam capazes de deslocar o pico do 7P para campos mais altos, nfo
podemos afirmar se essa maior blindagem (Tabela 10) ¢ significativa. Ha trabalhos na
literatura, realizados com tetracaina, dibucaina e procaina protonadas, que mostram
alteragBes da mesma ordem de grandeza (Kuroda & Fujiwara, 1987).

Interpretacio dos resultados de IV ¢ *'P-RMN

As medidas de IV (banda de estitamento do fosfato) e *'P-RMN trazem

informagdes bastante interessantes e coerentes enire si, Enquanto as medidas de IV

evidenciam maior acesso de moléculas de dgua aos grupos fosfato (liberados de suas
interagSes eletrostdticas com lipidios vizinhos) na presenca dos anestésicos, as medidas
de **P-RMN mostram que esses mesmos grupos fosfatos estdo mais livres.

O efeito pronunciado da MVC no deslocamento quimico € indicativo de sua
localizago preferencial, reforcada pelo alargamento de linha (Tabela 10).

Porém como explicar a aparente discrepéncia entre os resultados de RFPE,
fluorescéncia € IV (C=0) que indicam inser¢io mais profunda para os AL mais
hidrofébicos como a EDC ¢ BVC?

Acreditamos que nossos resultados reflitam a dinfmica da bicamada. A grande
movimentacho dos fosfolipidios (lateral) e dos anestésicos (transversal). Segundo
Gawrisch a localizagio de moléculas anfifilicas no interior da membranz ¢ melhor
descritas por uma fungdo de distribuigio (Holte & Gawrisch, 1997; Huster ef g, 1999 ¢
comunicacio pessoal) em que define-se uma regific de grande probabilidade de
encontrar-se a molécula, sem excluir sua movimentagio (in-and-out) constante, atingindo

as regides mais polares e o core hidrofobico.
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Peios valores mostrados na Tabela 15 podemos notar que os valeres de T) de
EPC podem aumentar ou diminuir, na presenca de anestésico. Isto nos mostra que os AL
causam maior grau de mobilidade rotacional dos hidrogénios de regifes especificas da
EPC e, em contraparfida, menor mobilidade em outras regifes.

O efeito desorganizador de anestésicos locais em membranas tem sido mostrado
por técnicas de “H-RMN (Boulanger ef af, 1980,1981; Westman er o/, 1982; Kelusky &
Smith, 1984), RPE (Bautler ef g/, 1973; Neal er o/, 1976; de Paula & Schreier, 1995) ¢
fluorescéneia (Sikaris & Sawyer, 82), entre outras. A diminuigfio na ordem da bicamada
foi utilizada para determinar a localizagBio preferencial das formas protonada e neutra da
TTC (Boulanger et al., 1981) em vesiculas de EPC. Ja alteracBes na fluidez da membrana
foram usadas para comparar ¢ efeito de nove anestésicos locais nessas vesiculas (de Paula
& Schreier, 1995). Medidas de alteracBes na dindmica da bicamads como as aqui
apresentadas, fornegem informacGes mais detathadas que aquelas, pois revelam alteragdes
positivas e negativas que podem levar a modelos mais definidos da insercio do AL.

A partir dos dados da Tabela 15 foram construidos graficos com variagdo dos

valores de T; {do controle e do sistema EPC:AL), mostrados na Figuras 29.
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Figura 29: Variagio nos valores de T, dos hidrogénios da EPC, em presenca de: A) LDC, B) EDC, C) MVC e D) BVC. A razio molar AL:EPC na membrana, foi de 1:3
(LDC, MVC e BVC) e 1:6 (EDC), EPC 65mM, pH 10,5, a 30 °C,
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4.6 - EXPERIMENTOS DE RMN DE HIDROGENIO

Descrevemos a seguir resuliados obtidos pela técnica de RMN de hidrogénio.
Note-s¢ a preferéncia de usar “hidrogénio™ e nfc “préton”, atendendo 2 uma tendéncia
atual em quimica (nomenclatura IUPAC); no entanto, o uso de RMN de préton ¢ bastante

popular entre bioquimicos (RMN de protefnas) ¢ usado como sinbnimo de RMN de
hidrogénio.

4.6.1 - "H-RMN DOS ANESTESICOS EM pH 10,5

Os espectros de RMIN dos AL podem ser vistos nas Figuras 20 (LDC), 21
(EDC), 22 (MVC) e 23 (BVC) em tampic carbonato/bicarbonato 0,2 M, pH 10,5
(desprotonados), exceto para EDC que pele baixa solubilidade em pH 10,5 (Tabela 3),
teve sua atribuicdo realizada em pH 5,5 (forme protonada). Resultados anteriores de
nosso laboratédrio com LDC, MVC e PRC mostram que os hidrogénics que devem sofrer
as maiores alteragles entre a forma neutra e protonada sSo os vizinbos ao nitrogénio
ionizdvel, sendo os deslocamentos guimicos dos demais hidrogénios inalterados com o
pH (de Paula, 1993). As atribui¢Ses estdo de acordo com virios trabathos da literatura,
com AL (Cerbon, 1972, Kuroda & Fujiwara, 1987).

O espectrc da Figura 23 apresenta-se com muito ruido devido a baixa
solubilidade deste anestésico em pH 10,5 (Tabela 3).

A Tabela 11 mostra as atribuicdes e deslocamentos quimicos da forma
desprotonada (LDC, MVC e BVC) e protonada (EDC} dos AL, cuja estrutura quimica
encontra-s¢ na Figura 1. Embora os espectros tepham sido feitos com padrio de
tetrametilsilano 0s valores de deslocamento quimico sfio dados em referéncia ao pico da
agua (ajustado em 3,9 ppm) tal que pudessem ser comparados aos espectros da
EPC, ajustados pelo pico do CHj3 terminal da cadeia acila em 0 ppm .

Como o pico da H,O aparece em 4,7 ppm contra o padrio tetrametilsilano, os

valores dos deslocamentos quimnicos dos AL contra aquele padriio ¢ obtido somando-se

0,8 ppm aos ntimeros da Tabela 11.
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Tabela 11: Atribuigbes ¢ deslocamentos quimicos dos hidrogénios da LDC, EDC, MVC ¢ BVC. Amostras
ajustadas em relagiio a0 pico da dgua (3.9 ppm), 500 MHz, a 30 °C. As concentragies wtilizadas foram as de

solubilidade dos AL, em pH 10,5, exceto para a EDC (medida em pH 5,5}

Deslocamento guimico {ppm) Atribuicio
L EDC MVC BVC LDC EnC MYC BYC
a 0,16 0,17 040 0,11 [ N(C-CHg)y,  N-C-C-CH, ¢ CH;-but
N
CM)
b 1,25 0,34 0,59 0,26 & CH. CO-C-C-CH; ? N-C-C-CH,-C
N
S
c 1,86 0,55 0,73 0,51 § N{CH,-C), N-C-CH; ? N-C-CH,-C-C,
A i
™
EHO E\’/
HH
d 2,54 1,00 (.86 6,75 COCHLN N-C-CH,-C ? ;E“T
N N
SN
an H
e 634 1,33 1,05 1,00 $3,4,5 CO-C-CH,-C iC ?ur
T O
.
f 1,41 1,23 120 $CH; $CH, ¢CH;.
N-CH,-C-C-C
g 2,45 134 1,39 N-CH,-C s BuT
O r
h 2,57 1,94 1,65 MN-CH,-C-C o‘ ? ?UT
Rb Owe
H
i 3,40 623 2,11 CO-CH-N $3.4.5 o f
R M
)
i 6,43 2,50 $3,4,5 ¢-NHCO-
k 6,20 $3,4,5

Ha e He referem-se aos hidrogénios axiais e equatoriais, respectivamente, ao anel piperidinico.
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4.6.2- 'H-RMN DE VESICULAS UNILAMELARES DE EPC

O espectro de 'H-RMN das vesiculas unilamelares de EPC pode ser visio na
Figura 24 em tampéo carbonato/bicarbonato 0,2 M, pH 10,5. As atribuigSes foram feitas
¢ comparadas com dados da literatura (Finer et al, 1972, 1972, Kuroda & Kitamura, 1984,
Kuroda & Fujiwara, 1987, Jendresizk & Smith, 1992). A nomenclaturaz (letras
maiasculas) foi preservada para comparac8o com essas citagSes.

A Tabela 12 mostra as atribuicbes e deslocamentos quimicos do espectro da
Figura 24. Os deslocamentos quimicos sio dados em referéncia ao pico da metila
terminal da cadeia acila, ajustado em 0,00 ppm (CHze = 0,00 ppm) ficando o pico da
agua em 3,90 ppm.
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Resuitados e Discusstio

Tabela 12: Atribuicio e deslocamentos quimicos dos hidrogénios das vesiculas unilamelares de EPC.
Amostras ajustadas em relagéio ao pico da metila terminal (0,00 ppm), 500 MHz. [EPC]= 65mM, a 30 °C.

Atribuicio Deslocamento guimico CHe -
(ppm) o ;@E%N*/’
A CHs 0,00 L0y N
B (CH:)n 0,40 re S o Yy
C  B-CHyY 0,70 Ke o s
D  CH,C=C 1,15 . oo
E  oCH 1,50 A
F  =C-CH,-C= 1,90 L D,
G  N'(CHsj 2,39 < )
H CHN' 2,80 > <
I O;POCH,C 3,20 2 <_> o
T 0O;POCHCHO 3,40 . pr
J CH,0CO 3,55 o s
K  CH=CH, CHOCO 4,40 ¢ s
4 >
-/ . EPC
A ?\>

"o e B referem-se 2s posigdes 1 e 2 na cadeia acila.

4.6.3 - HI-RMN COM O SISTEMA ANESTESICO:EPC

As Figuras de 25 a 28 mostram os espectros de 'H-RMN das amostras de EPC
incubadas com: LDC, EDC, MVC e BVC, respectivamente. A concentragio de AL
empregada propiciou razbes molares na membrana de 1:3 (LDC, MVC, BVC) ou 1:6
(EDC). A Tabela 13 mostra a atribuicfio e os deslocamentos quimicos dos hidrogénios de
vesiculas de EPC contendo AL, a pH 10,5 (conforme Figuras 25 a 28). Os hidrogénios
pertencentes aos amestésicos sdo identificados com letras mindsculas, conforme
atribuicio dada na Tabela 11. Os hidrogénios do lipidio sfo identificados com letras

maitsculas e a atribuicio dos picos esta de acordo com a Tabela 12,
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Tabela 13: Deslocamentos quimicos (ppm) e atribuigio dos hidrogénios da EPC {A-K ver Tabela 12) ¢ dos AL
(ver Tabela 11) em vesiculas unilamelares de EPC. Amostras foram ajustadas em relag8o a0 pico da metila
terminal (em 0,00 ppm), 500 MHz, tampdo carbonato 0,2M pH 10,5, a 30°C, [EPCI=65mM, raziio molar
ALEPC: 1:3 (LDC, MVC ¢ BVC) e 1:6 (EDC) na membrana,

Deslocamento guimice (ppm) Atribuicdo
LBC EDC MVC BVC LDC EDC MV BVC
0,00 0,06 0,00 0,00 A A A A
0,25 8,20 a a
0,38 0,38 0,40 0,40 B B
0,69 0,68 0,70 0,70 C C C C
0,80 e
8,91 d
1,15 1,15 1,15 1,15 D D D D
1,30 1,3¢ 1,30 1,35 b f f f
1,50 1,56 1,50+ 1,50 E E E(g) E
1,80 c
1,90 1,90  1,90* 1,90 F F F () F
2,30 2,40 2,40 2,40 G G G G
2,39 d
2,70 2,80 2.80 2,80 H H H H
3,20 3,20 3,20 3,20 1 I 1 I
3,40 3,42 3,40 3,40 r r r r
3,50 3,51 3,50 3,50 J J J J
4,40 4,40 4,40 4,40 K K K K
6,20 6,20 6,21 6,19 e j i k

* picos (do AL e da EPC) sobrepostos nos espectros.

Pelos espectros mostrados nas Figuras 25 a 28 podemos verificar que alguns
dos picos dos anestésicos nfio aparecem pois, devido a baixa razfio molar e alargamento
(discutido adiante) acabam encobertos pelos picos do lipidio. Uma sobreposigio parcial
acontece, por exemplo, com o pico g da MVC (Figura 26) e pico E da EPC que € majs
intenso, porém mais alargado. Pelas figuras podemos ainda verificar que os picos 70
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identificaveis dos anestésicos estfio todos alargados (quando comparados com as Figuras
20 a 23) ¢ em sua maioria a constante de acoplamento nfio pode mais ser medida. Isto se
da pelo fato da molécula de anestésico estar inserida em um ambiente quimico diferente
(dentro da membrana), com restricBo de seu movimenic rotacional. Este alargamento
constitui boa evidéncia da interagio do AL:EPC ¢ parece afetar todos os picos dos AL,
indicando que a molécula inteira estd imserida na membrana. Efeitc semethante de
alargamento foi relatado para os AL procaina e tetracaina (Finer, 1972; Cerbon, 1972:
Kuroda & Fujiwara, 1987) e dibucaina (Kuroda & Fujiwara, 1987). Os picos da EPC no

entanto parecem inalterados na presenca dos anestésicos.

4.6.4- ALTERACOES NOS DESLOCAMENTOS QUi

IECOS

Pelos espectros de H'-RMN apresentados vimos que os picos dos hidrogénios da
EPC praticamente nfo sofreram alteragiio de posicio quando na presenga dos AL, a nio
ser quando a LDC foi inserida ao sistema (pico G e H apresentaram um AC.S.= 0,10 ppm,
ver Tabelas 12 ¢ 13). Ja os hidrogénios dos AL tiveram seus espectros bastante alterados,
quer seja pelo alargamento dos picos (comparar Figuras 20 € 25,21 ¢26,22¢27e23 ¢
28), quer pela alteracio no deslocamento quimico de alguns picos (dados da Tabela 11 vs
13) principalmente dos hidrogénios aromiticos. A variacio de deslocamentos quimicos
dos AL pode ser vista na Tabela 14. A comparagfo dos deslocamentos nos espectros dos

anestésicos em agua e EPC ¢ possivel pelo fato do pico da 4gua estar ajustado em 3,90
ppm para todos 0s espectros.
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Tabela 14: Variagiio nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos AL, entre o meio aquoso (pH 10,5)
¢ membranas de EPC (65mM).

AL Pico em D,0 (ppm) em EPC (ppm) A C.S (ppm)
LDC a 0,16 0,25 0,09
b 1.25 1,30 0,05
¢ 1,86 1,80 0,06
d 2.54 2,39 0,15
e 6,34 6,20 0,14
EDC a 0,17 0,20 0,03
f 1,41% 1,30 0,11
i 6,43* 6,20 0,23
MVC a 0,40 0,45 0,05
b 0,59 0,50° 0,09
¢ 0,73 0,80 0,07
d 0,86 0.91 0,05
e 1,05 1,10° 0,05
f 1,30 1,23 0,07
g 1,34 1,50° 0,16
h 1,94 1,90° 0,04
i 6,23 6.21 0,02
BVC £ 1,20 1,35 0,15
k 6,20 6,19 0,01

2 apH 5,5; "Determinado pelos experimentos de 2D.

£ interessante notar que os hidrogénios do anel aromdtico (LDC e EDC) e/ou
das metilas em substituicdo orto ac anel aromatico na molécula do anestésico (BVC e
MVC) sempre detectam mais intensamente variagio do ambiente quimico adjacente a
eles. No entanto alguns outros hidrogénios dessas moléculas apresentam tarabém
alteragfo dos deslocamentos quimicos. Esta alteragiio & atribuida, assim como o
alargamento dos picos, & inser¢io destes anestésicos nas vesiculas, e a possiveis
modificagSes conformacionais.

Para a LDC foram observadas alteragSes no deslocamento quimico de todos os
hidrogénios da molécula, indicando sua insergdio no ambiente quimico diferente, dentro
da bicamada. As maiores alteragdes foram observadas para os hidrogénios d e e. No caso
do hidrogénio d provavelmente tal variagio ocorra devido a uma mudanca na
conformacio da molécula. Visto que o carbono onde encontram-se estes hidrogénios € o
que determina a conformagéio do grupamento amina, é provével que, ao mmseri-se no

interior da bicamada necessite encontrar, uma conformacio mais estavel e adequada a 7
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intercalagBo entre as moléculas lipidicas. J4 os hidrogénios do pico e que pertencem ao
grupamento aromatico da molécula devem estar sofrendo alguma interacfo com
grapamentos dos fosfolipidios (como as carbonilas, fosfato, etc) causando tal alteraggo.

Para a EDC, foram observados alteragBes apenas nos hidrogénios identificveis
na membrana, ou seja, a, f e j. As maiores alteragSes referem-se aos hidrogénios
arométicos (picos { e ) e assim como discutido para a LDC devem-se ao fato desta
molécula estar nserida no interior da bicamada lipidica. As alteracBes sfio maiores que as
observadas para 2 LDC, mesmo com a menor proporgiio de AL na membrana.

Para a MVC, temos que as maiores alteracBes ocorreram nos hidrogénios do
grupamento piperidinico, visto que provavelmente este grupamentc deva causar um
grande impedimento estérice (por ser volumoso) e por nfio apresentar uma flexibilidade
rotacional (como discutido para o préton d da LDC), nfio podendo desta forma assumir
outra conformacfo, mais estdvel no interior da bicamada. Com isso a maioria dos
hidrogénios deste anel sofreram alteracGes, enquanto que os 'H do anel aromdtice (pico i)
pouco se alteraram. Entretanto € importante ressaltar aqui, assim como para a LDC e
EDC, a ocorréncia de tais alteragGes constituem evidéncia concreta da insercio da MVC
no interior dos membranas.

Para a BVC, foram observadas alteracBes apenas nos hidrogénios identificaveis
em vesiculas, ou seja o pico f e k (hidrogénios aromaticos). O pico f mostrou-se bastante
alterado e como essas metilas em orto no anel aromatico sfio volumosas, essa alteraciio
indica um impedimento estérico a intercalagio da BVC nc interior da bicamada.
Provavelmente s¢ os demais picos do anel piperidinico fossem identificdveis, grandes
alteragSes proveriam ser observadas, assim como para a MVC, dada a presenca do anel
piperidinico.

E interessante notar que para a LDC e EDC, as maiores alteragSes ocorreram nos
hidrogénios do anel aromatico, enquanto que para a MVC e BVC as maiores alterages
ocorreram nas metilas em orto do anel arométice e no anel piperidinico (MVC). Embora
nfio possamos explicar coerentemente as alteragBes especificas para cada AL todas devem
estar relacionadas a uma diferenca no ambiente quimico experimentado por estas
moléculas, ao passarem de uwma conformacfio no ambiente aquoso, para outra, na
membrana.
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4.6.5- MEDIDAS DE TEMPO DE RELAXACAO LONGITUDINAL:
NO SISTEMA ANESTESICO:EPC

Nos estudos de tempos de relaxacio longitudinal (T;) para os sistemas
anestésico:lipidic foram empregados duas abordagens: na primeira demostraremos a
alteragdes nos valores de T; dos hidrogénios da EPC, em auséncia e presenca dos
anestésicos em estudo (LDC, EDC, MVC ¢ BVC). Na segunda, demonstraremos
alteragOes nos valores de T, dos hidrogénios dos AL em 1,0, contra os valores em
membrana.

4.6.5.1- ALTERACOES NOS VALORES DE T, DOS HIDROGENIOS
DA EPC

A partir da atribuicdo dos hidrogénios da EPC mostrados na Tabela 12,
apresentamos os dados de tempo de relaxacio longitudinal (T;) do sisterna AL:EPC, na
Tabela 15 para a série de anestésicos amino-amidas (LDC, EDC, MVC e BVC), com
seus respectivos controles,

Tabela 15: Media dos valores de T, observados para os hidrogénios (A-K) do lipidic com e sem anestésicos
locais (LDC, EDC, MVC e BVYC). Amostras em D,0, pH 16,5, EPC (65mM), razio molar AL:EPC 1:3
(LDC, MVC ¢ BVC) e 1:6 (EDC), na membrana. S00MHz, a 30 °C.

EPC EPC EPLC EPC EPC EPC EPC EPC
+L.DC +EDC +MVC +BV(C

T, (ms) T, (ms) Ty (ms) T, (ms)
G| 531402 5761251 519420 589+451 509x11 551850 519320 587+14
H| 556121 594+10) 536+14 5864021 537425 5701241 536+14 57711
Il 620208 60105 59312 6361021 633+22 557205F 593+12 647+43
P| 614209 599+03 1 608+01 658+12 ] 656+11 5831081 608+01 639+11
Ji 608%02 607+03 ] 591%11 6611591 660+33 5563011 591+11 675436
E - -—- 561412 547+18 - - 561112 575329
C| 575129 569301 570201 546436 - - 570401 583439
B! 687404 70304 728104 702403 | 696+05 701+121 728404 T10+02
D1 647%11 663103 664+01 645106 661104 6501051 664101 657+08
K{ 7206424  752%12] 772406 733+12) 811435 To8+14) 772406 741420
¥ - —— 703+12 624447 - — 703+12 667140
A 898%19 9264231 993+11 927+29] 931434 9l6+05F 993%11 062425

-- Néo determinado; --- Nio determinado, por problemas de sobreposiciio de picos.
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Nesses graficos os picos nas abscissas (identificados pelas letras de A a X,
Tabela 15) estfo arranjados de acordo com a estrutura da molécula da EPC, forma
estendida, indo da colina 4 esquerda até as cadeias acila & direita. Desta forma
procuramos evidenciar a (s) regific (Ges) de maior alteracio da bicamada, na presenca dos
AL em sua forma neutra.

A necessidade de um controle para cada AL € justificada pela instabilidade das
SUV. Observamos que amostras preparadas com antecedéneia de 1 diz sofreram
diminuicio progressiva dos valores de T; indicando fusfic e aumento do tamanho das
particulas. Medidas de espalhamento de luz quase-elastico mostraram que as vesiculas
recém preparadas tém difmetro pequeno, de cerca de 150 nm.. Por isso passamos a
preparar as SUV no dia do experimento ¢ sempre em pares: EPC, EPC+AL. Além disso
os experimentos foram realizados em duplicata.

Na Figora 29 A, verificamos um aumento nos valores de T, do pcoe Ge H
(notar que somente a LDC foi capaz de alterar o deslocamento quimico do *H-RMN da
EPC, justamente nos picos G e H) da EPC, indicando provével liberagfio desses
hidrogénios da colina de sua interagfio com grupamentos fosfatos vizinhos, pela insergéo
da LDC na membrana. Esse efeito, observado também com os outros anestésicos, sugere
um espagamento maior entre os lipidios pela intercalacio dos AL (Skou, 1954) e
modificagio na conformacio das cabecas polares (Seelig, 1978). Ainda pela Figura 29 A
pudemos verificar uma diminuicdo nos valores de T; do pico I e I°, indicando uma
restricio na mobilidade destes hidrogénios, provavelmente pela possivel insergio do anel
aromatico da LDC nesta posigiio, 0 que explicaria as alteracdes nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios da LDC quando inseridos em membrana. Nio foi observada
grande alteracdio na mobilidade rotacional dos 'H da cadeia acila embora, de maneira
geral os valores de T; sejam maiores na presenca de LDC.

Na Figura 29 B observamos aumento nos T; dos picos G, H, I, I’e J da EPC,
isto é, liberagdo dos hidrogénios da EPC da colina até o glicerol, possivelmente causada
por localizaco um pouco mais profunda da EDC na bicamada (em relagio a LDC),
justificavel pela maior hidrofobicidade da EDC. Ainda na Figura 29 B, observamos uma
diminuico do T: dos hidrogénios dos carbonos 1 ¢ 2 da cadeia acila (picos E ¢ C),

provavelmente causada pela inser¢iio do anel aromético das moléculas de EDC proximo a 77
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tal localizac8o. A diminuigdo de T, extende-se aos demais 'H da cadeia acila. A cadeia
lateral da EDC Ihe confere uma maior hidrofobicidade em relagdio 4 LDC, justificando
sua msergo mais profunda na cadeia acila e nfo observada para a LDC. Esses efeiios da
EDC so rnais marcantes se considerarmos que a mesma foi adicionada em concentracio
menor {raziio molar 1:6 AL:EPC na membrana) que dos outros AL, por problemas de
solubilidade.

Na Figura 29 C, verificamos, como para os dois anestésicos anteriores, uma
liberagdic dos hidrogénios da cabega polar da EPC (aumento de T; dos picos G ¢ H),
causada pela MVC. No entanto a MVC causa tauﬁbém grande dirninuic8o nos valores de
T, dos picos I, I’ e J. Esse efeito de restrighio € mais evidente que o causado praa LDC e
deve-s¢ ceriamente 2 cadeia lateral da MVC, que possui um anel piperidinico com
substituinte metila na posicBo 1 (ver Figara 1). Esses substituintes sdo bastantes
volumosos ¢ devem justificar a maior restrighio nos hidrogénios da regifio do glicerol da
EPC observada aqui, bem como as alteragdes nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do anel piperidinico da MVC (Tabela 14),

Na Figura 29 D, observamos que a BVC causa alteragdes nos hidrogénios do
fosfolipidio muite semelhante aos efeitos encontrados para a EDC, onde observa-se uma
grande aumento nos valores de T; dos picos G, H, I, I” e J possivelmente causada por
uma localizagio mais profunda (justificavel por sua maior hidrofobicidade) na bicamada,
do que a de seu andlogo, a MV{C. Observamos ainda uma diminuicdo do T; dos
hidrogénios da cadeia acila, provavelmente causada pela inserciio das moléculas de BVC
nessa regifio. Além disso, a cadeia lateral da BVC confere uma maior hidrofobicidade 2
molécula (em relagdo & MVC) levando-a a inserir-se mais profundamente no core
hidrofobico.

Os graficos mostram que € possivel determinar regides de interaciio preferencial
para cada anestésico. De uma maneira geral os AL aumentam a mobilidade rotacional da
cabega polar dos lipideos nos valores de T; (T; das metilas da colina e metilénico
aminico, picos G e H). Essa maior liberdade de rotagiio dos hidrogénios da colina parece
indicar uma maior separacio (expansdo lateral) entre as cabegas polares, devido a

insergfo dos AL na membrana (Boulanger et al.,, 1981).
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Na presenca do anmestésico os fosfolipidios devem estar mais separados,
aumentando a drea de superficie ocupada pela cabecas polares e diminuindo a interagfc
entre os grupamentos amina da colina e fosfato vizinhos (que sdo responsaveis pela
curvatura da cabega polar, Seelig, 1978), justificando a maior liberdade de rotac8o dos
hidrogénios G ¢ H e o aumento de T;. Os gréficos também indicam que uma parte
volumosa da molécula da LDC e MVC deve esta localizada na regifio proxima aos
hidrogénios metilénicos vizinhos ac grupamento fosfato, que ficam mais restritos. J4 para
a EDC e BVC observamos restricio apenas nos hidrogénios da cadeia acila, justificdvel
pela maior hidrofobicidade destes AL e em concordneia com resultados de fluorescéncia
e IV {estiramento da carbonila).

De maneira geral as alieragfes na cadeia acila nfio foram 8o evidentes como nos
hidrogénios do glicerol e cabega polar. Esse resultado € curioso pois ha na literatura
classicos relatos da desorganizagfic do core hidrof6bico nas bicamadas causada por AL
(ver revisdo em de Paula & Schreier, 1996) além de resultados nossos de RPE em
vesiculas multilamelares (de Paula & Schreier, 1995) ¢ unilamelares (item 4.2). Uma
possivel explicacic advem da nfio resolugdo espectral dos picos da cadeia acila levando a
determinagdo de valores médios de Ti. Por exemplo, os grupos metilénicos da cadeia
acila (3-8 e 14-18) sdo vistos como um dnmico pico (B), talvez escondendo ou
compensando possiveis alteragbes mais localizadas dos AL ao longo da cadeia do 4cido
graxo. Nesses casos as medidas de RPE e Fluorescéncia (itens 4.2 ¢ 4.3) sic mais
esclarecedoras, em relac8o a cadeia acila.

Gawricsh também considera que a variag8io nos tempos de correlacio rotacional
dos 'H em diferentes regides da bicamada devem influenciar na relaxacfic de maneira
diferente, (Huster e al, 1999) justificando a maior “sensibilidade” das regibes mais
organizadas como o glicerol. Esse autor sugere que os espectros de 'H-RMN e medidas

de Ty e T2 sejam feitas com uso de Magic-Angle Spinning (MAS) (Holte & Gawrisch,
1997, Huster ef al, 1999 e comunicagiio pessoal).
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4.6.5.2- ALTERACOES NOS VALORES DE T; DOS HIDROGENIOS
DOS AL

Foram realizadas medidas dos tempos de relaxag8o longitudinal dos hidrogénios
dos AL. A partir da atribuicdo feita para os hidregénios dos AL (ver Tabela 11)
construiu-se a Tabela 16 com os valores de T, dos AL em meio isotrépice (D,0) e
anisotropico (sisterna membranar). Para os anestésicos EDC e BVC as medidas de T, em
meio isoirdpico foram realizadas em pH 5,5, isto deve-se ao fato deste anestésicos
apresentarern wmz baixa solubilidade em pH 10,5 o que dificulta 2 aquisicio dos

espectros € conseqlentemente, dos valores de T;.

Tabela 16: Valores de T, (em segundos) para os hidrogénios dos AL, em vesiculas unilamelares de EPC e
em meic isotrépico (amostras em 0,0} LDC e MWVC tamp&o carbonato 0,2M pH 10,5; EDC e BVC, pH 5,5.
Nas vesiculas de EPC, as condighes sfio idénticas as dz Tabels 13 .

LDC EDC MVC BVC

D,O EPC D0 EPC D,O EPC DO  EPC
a|1,426 0,741 1,095 - 0,515 - 1,155 -
b11,448 0,898 0,925 - 0,543 - Lile -
c}0.817 0,626 0,851 - 0,524 - 0,639 -
d:0.914 0,638 0,648 - 0,535 - 0,530 -
e[2,744 1,164 0,461 - 0,483 - 0,396 -

f 1,191 0,840 0,697 0,561 1,012 0,784
g 0,485 - 1,651 0,925 0,357 -
h 0,475 - 1,357 - 0,346 -
i 0,967 - 2,284 0,911 0,459 -
i 2,060 1,187 0,933 -

k 1,833 1,035

- Néo determinado por sobreposi¢do com picos da EPC.

Através dos valores encontrados na Tabela 16, observamos que h4 uma
diminuicdo nos valores de Ty pela inser¢fio no meio anisotrépico de membrana, o que
constitui uma evidéncia incontestavel da particie desse AL na bicamada lipidica. Além
disse, a diminui¢io nos valores de T; € observada para todos os hidrogénios observaveis
de todos os anestésicos, mostrando que os AL estio todos imersos na membrana (e ndo
somente parte deles), como também indicava o alargamento dos picos dos hidrogénios

dos AL com a inserg3o na membrana (espectros de 'H-RMN, Figuras 25 a 28).
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Além disso, os valores de T; dos Al na membrana sfio em média ligeiramente
maiores que os dos hidrogénios da EPC (controle sem AL, Tabela 15), refletindo a maior
liberdade de rotaglo dos hidrogénios da molécula do anestdsico, que é pequena, em
relacio ao fosfolipidio.

4.6.6 - EXPERIMENTOS DE 2D-NOE

Foram realizados varios experimentos de NOE bidimensionais para o sistema
AL:EPC utilizando a série de anestésicos em estudo: LDC, ED:C, MVC e BVC..
Utilizamos a seqfiéncia ROESY, ac invés da NOESY {ver métodos - item 3.6.2) e tempo
de “mixing” curtos para evitar a difusfio de spins. Espectros de ROESY podem ser vistos
nas Figuras 306 (LDC), 31 (EDC), 32 (MVC) e 33 (BVO)

Os picos na diagonal correspondern aos hidrogénios (AL+EPC) cujas atribuiches
podem ser vistas nas Figuras 25 a 28 ¢ Tabela 13. Os picos fora da diagonal indicam os
NOEs. Os resultados desses “cross-peaks”, determinados nas Figuras 30 a 33, com
tempos de mixing de 50 ms podem ser vistos nas Tabelas 17 (LDC), 18 (EDC), 19
(MVC) e 20 (BVC).
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Tabela 17: Atribuiciio dos hidrogénios do sistema LDC:EPC e “cross-peaks” encontrados da analise do
sxperimento de ROESY com um tempo de mixing de 50 ms, S00MHz, Figara 30.

EPC:EFC AL:AL LDC:EPC
{inframoleculares) (intremoleculares) {intermolecuiares)
A-B G-B a-agua Gee
B-K G-A d-a G-b
B-D a-c B-b*

D-¥ &b
G-agua e-dgua

G-K c-dgua

G-H g-c

* Die menor intensidade gue os cutros ntermoleculares.

Tabela 18: AtribuicGo dos hidrogénios do sistema EDC:EPC e “cross-peaks” encontrados da analise do
experimento de ROESY com um tempo de mixing de 50 ms, 500Miz, Figura 31.

EPC:EPC AL:AL EDC:EPC
{intramoleculares) {intramoleculares) {intermoleculares)
A-B F-G i B-f
A-D F-H fagua

B-J G-H
B-D G-I
D-J G-J
D-F

Tabela 19: Atribuicdo dos hidrogénios do sistema MVC:EPC e “cross-peaks” encontrados da analise do
experimento de ROESY com um tempo de mixing de 50 ms, 500MHz, Figura 32.

EPC:EPC AL:AL MVYC:EPC
(intramolecniares) {intramoleculares) (intemoleculares)
B-A G-K d-f G-i
BK G-B fi G-f
B-D G-I i~dgua
B-C H-1
554
D-F
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Tabela 20: Atribuicio dos hidrogénios do sistema BVC:EPC e “cross-peaks” encontrados da analise do
experimento de ROESY com um tempo de mixing de 50 ms, 500MHz, Figura 33.

EPC {intramolecalares) AL (intramoleculares) | BVC:EPC (intemoleculares)

A-B G-H £k -
B-D »F
B-K J-A
oK D
D-F B
G-B
G-A
G-D
G-3

Pelos espectros das Figuras 30 a 33 ¢ Tabelas 17 a 26 pudemos verificar a
existéncia de alguns “cross-peaks” entre os anestésicos e os fosfolipidios, mesmo
utilizando pequenos tempos de mixing (50 ms). A utilizagio de tempos de mixing
pequenos visa evitar a difusic de spins no sistema. Segundo Kuroda & Kitamura (1984)
em tempos inferiores a 200ms ndo ha difusdo de spins em qualquer pico da EPC
estudado. Ellena (Ellena & Cafiso, 1995) mostram, resultados semelhantes com as
curvas de saturagfo (build-up) de NOE dos diferentes 'H observaveis da EPC, atingindo
o platd acima de 400 ms. Gawrisch (Huster ef af, 1999) mostra de forma inequivoca que a
difusio de spins ndo predomina nesses sistemas lipidicos, de modo que cs valores de
NOE encontrados sio confidveis. Foram observadas ainda interacbes do tipo
intramoleculares tanto para fosfolipidios como para as moléculas de anesiésico. Se os
tempos de mixing sdo pequenos, controla-se a difusfio de spins e prevalecem os cross-
peaks de NOE; no entanto se o tempo for muito curto, nfo se detecta o Efeito Nuclear
Overhauser, isto €, ba problemas de sensibilidade do método.

Para a LDC, temos que as interagBes intermoleculares (G-b; G-¢) ocorreram
entre os hidrogénios aromadticos ¢ a cabeca polar do fosfolipidios, indicando uma
localizacfio superficial desta molécula na bicamada. Com menor intensidade observamos
interagBo entre o pico b da LDC e os hidrogénios da cadeia acila dos fosfolipidios (B).
Infelizmente o pice B representa varios grupos metilénicos da cadeia acila, ndo

esclarecendo muito sobre a localizacBio da LDC. Esses dados poderiram indicar insercio
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do anel aromatico da LDC nas posices iniciais da cadeia acila (os 'H dos carbonos 3 a 8
fazem parte do pico B), enquanto os primeiros indicam uma localizaciio superficial do
AL.

Para a EDC, observamos interages entre o pico f do anestésico (CH; em orto no
anel aromatico} ¢ os picos da regifio da cadeia acila (picos B), o que est4 de acordo com
uma ipser¢Bo um pouco mais profunda (que a da LDC), justificdvel pelz maior
hidrofobicidade da EDC.

Para a MVC registramos, assim como para a LDC, interactes (G-f e G-i) entre a
cabega polar do lipidio e os 'H do anel aromdtico, resultado compativel com a
hidrofobicidade semelhante desses 2 AL.

Para a BYC, nfio observamos interacfio, o que pode ser atribuido aos baixos
tempos de mixing ou falta de sensibilidade do método, principalmente considerando que

esperava-se interagbes na cadeia acila (ver dados de T;), onde as informacfes (exemplo:

pico B) sio menos especificas.

4.7 - MODELAGEM MOLECULAR

A Figura 34 mostra as conformages de minima energia dos quatro anestésicos
desprotonados, calculados pelo programa GAMESS (ver métodos item 3.7). Os
resultados mostrados s30 para os AL no vacuo. Tais célculos foram realizados para obter
informacGes a respeito da dimensio das moléculas (seceBes transversais e longitudinais).
Tais distdncias podem ser observadas na Tabela 21, bem como os valores de volume e
drea de Van der Waals.

;3
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b)

d

Figura 34: Modelagem Molecular dos AL: a) LDC, b) EDC, ¢) MVC ¢ d) BVC. Conformacio de minima
energia dos AL desprotonados, no vicuo. Calculos feitos através do programa GAMESS. Segho
longitudinal (A) e transversais (B e C).

Tabela 21: Valores de distAncia (em angstrons) de secgles das moldculas de AL, como mosirado na
Figura 34, Valores para o Volume e Area de Van der Waals.

AL A B C Volume Area total
vdw (A% AaH?
1.DC 9,42 5,05 3,00 228.5 433
EDC 10,68 5,05 4,55 270.3 483
MVC 8,91 5,05 4,12 396
BVC 9,43 5,05 7,20 280,9 451

* alores de literatura {Gupta, 1991},

Tais resultados de modelagem estfio bem correlacionados com o trabalho de

Neto & Alencastre (1997) e outros (Gupta, 1991) envolvendo modelagem de AL.

g9
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A secgfo longitudinal (A) mostra que a EDC, em sua conformagio no vécuo,
tem comprimento maior gue os demais AL. A secclo B mostra gue o substituinte metila
em orto no anel aromdtico confere um difimetro minfmo de 5,05 Angstrons a todos esses
AL ({(apresentando uma forma globular), isto &, uma largura bem superior aos AL do
grupo amino-éster como a TTC, cujo difmetro no anel aromdtico € de 2,50 Angstrons,
conferindo a molécula uma forma cilindrica (Boulanger et al, 1981; de Paula, 1993).

Ja a secclo tfransversal C buscou medrr o maior difmetro da cadeia lateral dos
AL e mostra que o anel piperidinico constitui um substituinte volumoso para BVC e
MVC em relagio aos ndo ciclicos (LDC) e que causa os efeitos mostrados nos resultados
de T\, pois os AL com as maiores sec¢fes causam as maiores alteracGes nos valores de T,
das vesiculas unilamelares de EPC (comparar LDC e MVC).

As estruturas quimicas dos AL mostradas na Figura 34 ajudaram-nos a construir

o modelo de inserglo dos AL aqui estudados (Discussfo Geral a seguir).
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5 _ DISCUSSAO GERAL

Neste item faremos uma racionalizagio dos resultados obtidos, chegando a
modelos de inser¢io para cada anestésico nas membranas fosfolipidicas e a um esquema

representativo geral, para a interac#o dos AL - em sua forma neutra - com a proteina canal

de s6dio.

5.1 - MODELO DE INSERCAQC PARA OS AL

A partir dos resultados obtidos através das diversas técnicas espectroscépicas
utilizadas, construimos tépicos gerais de efeitos causados pelos AL nos fosfolipidios, que
s#o mostrados sbaixo, para cada um dos anestésicos.

Observamos que os anestésicos mais hidrofficos (LDC e MVC) apresentam
efeitos em regibes mais superficiais, enquanto que os efeitos encontrados para os mais
hidrofébicos foram em regides mais profundas da bicamada. E interessante notar a
existéncia de variacbes nos efeitos entre os dois grupos, ou seja, a MVC causa mais
alteragdo que a LDC na cabeca polar, provavelmente pela presenca do anel piperidinico
(com maior secgdo, dados de modelagem) nesta regifio. J& a EDC causa efeitos maiores

que 2 BVC no interior hidrofébico do lipidio.

% Lidocaina

A LDC insere-se superficialinente nas vesiculas unilamelares de EPC ¢ seu anel
aromatico se posiciona um pouco acima do glicerol € préximo ao grupamento fosfato e a
cabeca polar visto que:

- Sua cadeia lateral altera o deslocamento quimico dos picos da colina (G ¢ H)
da EPC.

- Seus hidrogénios aromiticos sofrem grande deslocamento quando na
membrana.

- Sua cadeia lateral libera os hidrogénios da colina (picos G e H) de outras
interacGes, aumentando o T desses.

- Seu anel aromético restringe a mobilidade dos hidrogénios préximos ac grupo
fosfato (picos L' e I)
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- Seu anel aromitico apresenta NOE com o 2 metila da colina (pico G).

A LIDC altera:

- ligeiramente, o deslocamento quimico do grupamento fosfato.

- a freqfi¥ncia da banda de estiramento do fosfato (IV).

- ligeiramente, a freqiiéncia da banda de estiramento da carbonila {TV).

A LDC ainda apresenta o maior efeito desorganizador da cadeia acila, visto que:
causa um aumento na mobilidade rotacional dos hidrogénios (resultados de T) em todos
os picos da cadeia acila; os hidrogénios das metilas do anel aromatico tém NOE com o
pico B da EPC. Dentro da cadeia acila a LDC causa uma grande alteragfio nos marcadores
mais superficiais, como visto por RPE (5-MeSL) e por fluorescéncia (4-py).

Um modelo de insercfio para a LDC ¢ mostrado na Figura 35 onde mostramos
que 2 LDC, em sua forma neutra, localiza-se - na maior parte do tempo — na regifio da
interface (glicerol) das vesiculas de EPC. Cabe ressaltar que a molécula pode ter uma
segunda localizacie, um pouco mmais profunda, nas vesiculas como indicam alguns

resuitados de RPE e fluorescéncia.

+ FEtidocaina

A EDC insere-se mais profundamente em vesiculas unilamelares de EPC, em uma
regifio entre o glicerol e os primeiros carbonos da cadeia acila dos fosfolipidios visto que:

- Seus hidrogénios arométicos sofrem grande deslocamento guimico quandc em
membrana.

- Seu anel aromético restringe a mobilidade dos carbonos o € B da cadeia acila.

- Todos os hidrogénios da colina e glicerol tem seus T, aumentados na presenca
de EDC.

- Altera ligeriamente o deslocamento quimico do grupamento fosfato.

- Altera a freqiiéncia da banda de estiramento da carbonila (mais que LDC e
MVC).

A EDC, assim como a LDC, apresenta um grande efeito desorganizador na
cadeia acila, que ¢ evidenciado quando comparamos os 4 anestésicos numa mesma

proporgdc na membrana. A EDC aliera os marcadores de RPE e fluorescéncia 92
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posicionados em regides mais profundas da bicamada e seu anel aromético apresenta NOE
com o picc B da cadeia acila. A EDC ainda apresenta o maior efeito supressor de
fluorescéncia (quando comparado aos cutros AL), o que indica que o seu grupamernio
amina (supressor de fluorescéncia) esteja proximo ao fluordforo, como mostra o modelo

de inserciio para a EDC, na Figura 35,

< Mepivacaina

A MVC insere-se superficialmente nas vesiculas unilamelares de EPC, sendo que
seu anel aromatico, assim como o da LDC, localiza-se na regific um pouco acima do
glicerol e préximo ao grupamento fosfato, na cabega polar. Seu anel piperidinico causa
grande perturbagio na cabega polar, visto que:

- O deslocamente quimico de seus hidrogénios (no anel piperidinico) sofrem
grande alteragfio quando em membrana.

- a MVC restringe a mobilidade des hidrogénios vizinhos ao grupamento fosfato,
sendo este efeito bem maior que o da LDC, indicando que o anel piperidinico esteja ai
alocado.

- Seu anel aromético apresenta NOE com a cabega polar (pico &) dos lipidios.

- Afeta a freqii€ncia da banda de estiramento do fosfato e carbonila.

AMVC € o anestésico de menor efeito desorganizador no interior hidrofobico da
membrana pois ndo causa aumento na mobilidade rotacional dos hidrogénios da cadeia
acila; altera pouco 0s marcadores, tanto em RPE quanto em fluorescéneia {em relagfo aos
outros AL}, e seu efeito simplesmente reflete o gradiente de mobilidade da bicamada — em
que os marcadores superficiais sio mais afetados — sem evidenciar regifio de maior
alteracéo.

A partir dos resultados acima construimos um modelo de insergdio para a forma

neutra da MVC nas vesiculas unilamelares de EPC, mostradc na Figura 35.
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s+ Bupivacaina

A BVC, junto com a EDC, é o AL de inser¢fio mais profunda no interior da
vesiculas unilamelares de EPC; seu amel aromético provavelmente estd em uma regifio
proxima ao da EDC, visto que:

- Os hidrogénios de seu anel aromatico sofrem grande alteracfo no deslocamento

guimico, quando na membrana.

- Todos os hidrogénios da colina, glicerol e carbonos o ¢ B tem seus T,
aumentados na presenca de BVC.

- Altera o deslocamento quimico do grupamento fosfato, porém nfio causa
variaciio na largura do pico.

- Altera a freqiiéncia da banda da carbonila, mais que a LDC e MVC.

A BVC ainda apresenta efeito desorganizador na cadeia acila, pois restringe a
mobifidade da hidrogénios no core hidrofébico (pico B); nfo apresentou NOE com
cabega polar indicando que estaria mais profunda; em relagfio aos outros anestésicos altera
os marcadores mais profimdos (fluorescéncia) e, assim como a EDC, estaria com sua
amina voltada para o interior da cadeia acila devido ac efeito supressor da fluorescéncia,
deixando o grupamento butila inserir-se mais profundamente, em direclio ac interior
hidrofébico da bicamada.

A partir dos dados acima, propusemos um modelo de insergio para a BVC no
interior de vesiculas unilamelares de EPC, mostrado na Figura 35.
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5.2- ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ACAO DOS AL EM SUA FORMA
NEUTRA

A partir da localizagfio dos AL deste estudo pudemos observar que justamente os
que apresentarn 08 maiores poténcias anestésicas s8o os AL mais hidrofdbicos, que por
sua vez inserem-se mais profundamente no interior da bicamada (EDC e BVC).

Os trabalhos de Ragsdale e colaboradores (1994, 1996), evidenciaram um
possivel sitio de agdo de AL no segmento {ransmembranar S6, no dominio IV do canal de
sédio voltagem dependente; que seria formado por dois aminodcidos hidrofébicos:
fenilalanina-1764 ¢ tirosina-1771. Tais aminodcidos seriam importantes no ancoramento
do AL, via interaces hidrofébicas, no segmento transmembranar $6. Esses autores
mostraram ainda que esse “sitio hidrofébico™ seria adequadamente acessado por AL como
a EDC, pelo interior da bicamada.

Nés aqui propomos que os anestésicos atingem este sitio de agfio via intercalacio
na membrana, sendo que os AL mais hidrofobicos come a EDC e BVC (por inserirem-se
mais profundamente na bicamada) o atingiriam mais facilmente que os mais hidrofilicos
LDC ¢ MVC (Figura 36) causando uma maior inativagio do canal e justificando sua
maior poténcia anestésica.

Essa facilitagfio, na verdade, seria resuliante da correta orientagio da molécula e
de seu maior tempo de residéncia (considerando a freqiiéncia de distribuigio da molécula
no interior da bicamada) no sitio de aglio. Essa hipotese ¢ reforcada ainda se
considerarmos a membrana como um reservatdrio de AL para interagfio neste sitio de
aclo.

Em analogia a “modulated receptor hypothesis™ (De Jong, 1994), que descreve as
diferentes afinidades dos estados conformacionais do canal de sodio aos anestésicos, a

distribuicdo dos AL no interior da bicamada com_concentracdo dos mais hidrofébicos,

orientados ¢ em profundidade compativel com o sftio hidrofébico proposto pelo grupo de
Catteral (Ragsdale et al, 1994, 1996; Ragsdale & Avoli, 1998) pode ser descrita como a

lipid-modulated hypothesis. Note-se que nessa abordagem integradora nfio se descartam as

alteracOes na organizagio da membrana e/ou conformacionais da proteina, relacionadas ou

ndo a ela.
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Evidencias experimentais da importéncia desse “entreposto” ou reservatorio vém
da maior atividade anestésica da forma neutra dos AL (que particiona mais na membrana)
e de nossos resultados quantitativos, com uma mesma proporgdo AL:lipidio na membrana
onde, por efeito de uma lmitagio de solubilidade aquosa (de Paula & Schreier, 1995), AL
mais hidrofébicos como a EDC nZo atingem razbes molares altas na membrana e seu
efeito desorganizador méximo ¢ menor que o de AL + hidrofilicos (como a LDC); se,
porém, compararmos o efeito desses dois AL quando presentes numa mesma razio molar
na membrana, vemos que a EDC € tdo eficiente quanto a LDC.

A partir destas observagdes propusemos um esquema representativo de a¢fo para
estes AL apresentado na Figura 36, Neste esquema quisernos destacar o acesso facilitado
dos anestésicos etidocaina e bupivacaina ao sitio hidrofobico da protefna canal de sédio
voltagem-dependente, justificado pela insercio mais profunda desses AL no interior da
bicamada lipidica. Esses resultados estdo de acordo com valores experimentais de poténcia
anestésica, onde os mais hidrofébicos sfio mais potentes que os hidrofilicos (Covino &

Vassalo, 1985).
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Figura 36: Esquema representativo da agio dos AL estudados neste trabalho sobre a proteina canal de
sodio voltagem-dependente. A representaclc nfo considera diferencas entre as monocamadas interna e
externa da membrana.
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6 — CONCLUSOES

k-]

Os quatro AL agui estudados interagem com lipossomos unilamelares de
fosfatidilcolina de ovo, causando desorganizaclic na bicamada lipidica, sendo esta
maior em vesiculas unilamelares que em multilamelares, estudadas anteriormente (de

Paula, 1993; Pinto, 1998). Os maiores efeitos foram encontrados para os nfo-ciclicos
(LDC e EDC).

A partir das diversas técnicas utilizadas neste projeto pudemos obter informaces sobre
a insergio da forma neutra dos AL da familia das amino-amidas nessas vesiculas. Os
resultados aqui apresentados mostram que os anestésicos assumem uma localizacio no
interior da bicamada lipidica de acordo com suas propriedades quimicas e estéricas, ou
seja, os anestésicos mais hidrofiicos (LDC e MVC) localizam-se mais superficialmente
gue os hidrofébicos (EDC e BVC). Um modelo de insergiio para os quatro anestésicos
estudados em vesiculas unilamelares de EPC foi proposto na Figura 35.

A localizacfio da forma neutra dos AL da familia das amino-amidas (muito utilizados
clinicamente} pode indicar uma possivel “via de acesso” do anestésico a sitios
hidrofébicos na protemna canal de Na', isto é, a residuos fenilalanina-1764 e tirosina-
1771 na alfa hélice (S6) intramembranar no subdominio VI do canal (Ragsdale et al,
1996; Ragsdale & Avoli, 1999). Neste caso a localizagio dos AL mais hidrofébicos
(EDC ¢ BVC) no interior da bicamada estaria em concordéncia com seu grande efeito

anestésico (Figura 36).

Desta forma, a interpretacdc do mecanismo de anestesia deixa de ter uma abordagem
restrita & importancia da interagfio com o lipidio ou direta, com a proteina canal de Na',
passando para uma vis8o mais global em que os [ipidios funcionariam como um
entreposto, facilitando o acesso (concentrando e direcionando a molécula) do anestésico

ao sitio especifico da profeina canal de sédio, causando sua inativaciio.
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