Tese de Doutorado

ESTUDOS FISICO QUIMICOS DA ACAO DE

ANESTESICOS EM BIOMEMBRANAS
ATRAVES DE TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS E CALORIMETRICAS

CELIA BEATRIZ ANTENEODOQ

Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
Rio de Janeiro - 1993

ESTUDQS FISICO-QUIMICOS DA ACAODE
ANESTESICOS EM BIOMEMBRANAS Al FRAVES

[ ==

A627
*020913"




Agradecimentos

A Eliane Wajnberg e a Paulo Bisch, pela orientagio e pelo apoio permanente. A Jim
Lepock, pelas sugestdes e pela possibilidade de trabalhar no Laboratério de Biofisica
em Waterloo. A Sonia Louro, pela colaboragio e as importantes sugestdes. A Jeanine
Ferreira, pela colaboragao e amizade. A Francisco, Gilberto, Celina, Nice, Fernando,
Célia, Cambraia, Sergio, Ladario, Zé, Daniel e Welles, pela colaboracao, o apoio e,
em especial, pelos bons momentos. A César, Geraldo, Elena, Alexandre e todos aque-
les que colaboraram na realizagéo deste trabalho. A Betania, Myriam e Vanda pela
valiosa ajuda. Ao CBPF pela possibilidade de realizar esta tese. Ao CNPq pela ajuda

financeira.



Resumo

Foram estudados diferentes aspectos fisico-quimicos da interacio de substancias
anestésicas com membranas bioldgicas, tanto reconstituidas artificialmente guanto na-
turais.

Nos capitulos 1 e 2, é feita uma revisao dos conceitos gerais sobre membranas
biologicas e dos resultados prévios sobre a acio anestésica, respectivamente.

No capitulo 3, discutimos os principios termodinamicos da formagao de micelas,
propondo um modelo simplificado para descrever a micelizagao. Neste capitulo, es-
tudamos, também, o comportamento micelar do anestésico cloropromazina (CPZ) em
solugao aquosa. Mediante a técnica de ressonéncia paramagnética eletrénica (RPE) e
utilizando uma sonda paramagnética anfifilica que se particiona entre a fase aquosa e a
fase apolar, determinamos a concentragao micelar critica da droga em fungéo do pH.

No capitulo 4, estudamos a adsor¢éo da CPZ em lipossomos de fosfolipidios re-
constituidos. A incorporacéo da forma carregada da droga nas vesiculas modifica o
potencial elétrico superficial da membrana. Assim, medindo-se ¢ potencial superficial
e utilizando-se um formalismo apropriado para descrever a incorporacio da droga, po-
dem ser determinadas as constantes de adsor¢éo de cada uma das duas formas da droga.
(protonada e neutra). Para estimar o potencial superficial, foi utilizada uma molécula
paramagnética anfifilica positivamente carregada como sonda para medidas de RPE.

No capitulo 5, estudamos a desnaturacio térmica de diferentes dominios da enzima
Cat*-ATPase do reticulo sarcoplasmaético, em presenca do anestésico local dibucaina.
O estudo foi feito mediante a técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC)
e mediante experiéncias de inativagdao do transporte de cdlcio. Os resultados obtidos
mostram que a dibucaina desestabiliza a proteina contrabalan¢ando o efeito estabilizante
do Cat*t.

No capitulo 6, realizamos um estudo comparativo das mudancas conformacionais da
Cat*-ATPase induzidas por anestésicos locais (dibucaina e tetracaina) e um n-dlcool
(butanol). Para observar os efeitos destas substancias sobre a Cat*-ATPase, a proteina
foi marcada com radicais nitréxido derivados da maleimida, que se ligam aos grupos
-SH e que podem ser monitorados por RPE. Observou-se que os anestésicos locais e o
butanol provocam mudangas na estrutura proteica com efeitos semelhantes nos espec-
tros de RPE dos marcadores utilizados, apesar de agir, presumivelmente, através de

mecanismos diferentes.
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Abstract

We mvestigate different physico-chemical aspects of the interaction of anesthetics
with biological membranes by using both natural and artificially reconstituted vesicles.

Chapters 1 and 2 consist of a review on general concepts about biological membranes
and on previous results related to anesthetics, respectively.

In chapter 3, we discuss the general principles of micelle formation and propose a
simplified model of micellization. We also study the micellar behaviour of the anes-
thetic chlorpromazine (CPZ) in aqueous solutions. An amphiphilic spin-probe which
partitions between the aqueous and apolar phases is used to determine the drug eritical
micelar concentration as a function of pH by electron paramagnetic ressonance (EPR).

In chapter 4, we study the adsorption of CPZ in reconstituted phospholipid lipos-
somes. When the charged form of the drug is adsorbed to the membrane, it modifies
the membrane surface electric potential. Thus, by measuring the surface potential and
based on an appropriate formalism to describe the incorporation of the drug to the Ii-
pidic phase, the adsorption constants of each form of the drug (protonated and neutral)
may be determined. It is used a positively charged paramagnetic amphiphile as probe
for EPR measurements to evaluate the surface potential.

In chapter 5, we investigate the thermal denaturation of different domains of sar-
coplasmic reticulum Ca**-ATPase, in presence of the local anesthetic dibucaine, by
using differential scanning calorimetry (DSC) and Ca**-uptake inactivation. QOur re-
sults show that the protein is destabilized by dibucaine which counteracts the stabilizing
effect of Cat™.

In chapter 6, we compare Ca**-ATPase conformational changes induced by local
anesthetics (dibucaine and tetracaine) with those induced by a n-alcohol (butanol). In
order to observe these effects on the different protein domains, we labelled the Cat*-
ATPase with maleimide nitroxides which bind to -SH groups in the protein and may
be monitored by EPR. The results show that protein conformational changes induced
either by local anesthetics or alcoliols are similar even if these changes may be induced

through different mechanisms.
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Introducgao

Os anestésicos s@o substancias anfifilicas que agem através da interac¢do com sitios
hidrofébicos da membrana biolégica[l]. Mesmo, sendo este fato comumente aceito, tanto
o mecanismo de agao como o sitio preciso em que se localiza a acao anestésica néo sao
ainda completamente conhecidos.

Devido a grande variedade de substancias que apresentam atividade anestésica,
parece mais razoavel imaginar que a interacao membrana-anestésico nao seja especifica.
Historicamente, procurou-se uma explicacéo para o fenomeno da anestesia em termos
de interagoes com as regioes lipidicas da membrana. S0 bem conhecidas as modifica-
¢Oes que os anestésicos induzem na organizagao molecular da fase lipidica: mudancas de
fluidez[2-4], transi¢des de fase[5-8|, alteragiio da permeabilidade[9,10] ou micelizacio da
bicamada[11,12]. No entanto, as tentativas para descrever o fendmeno da anestesia, em
termos somente destas modificagoes, tém sido infrutiferas. Por outro lado, os anestésicos

podem agir através da ligacao com proteinas de membrana provocando mudancas con-



formacionais ou competindo com ligantes.

Embora seja possivel que a acio anestésica tenha como alvo final certas proteinas de
membrana, é plausivel que os anestésicos afetem as proteinas através dos lipidios, dado
que a atividade das proteinas de membrana ¢ altamente sensivel a natureza quimica
e a organizagdo molecular dos lipidios vizinhos[13-16]. Além do mais, os anestési-
cos com carga elétrica liquida, modificam o potencial superficial ao alterarem a dis-
tribuigdo de cargas na superficie da membrana. Estas alteragbes modificam a con-
centragao de substéncias carregadas perto da interface membrana/solugio aquosa e,
consequentemente, podem alterar o funcionamento das proteinas de membrana. Uma
ampla discussao ainda estd em aberto sobre qual forma da droga, carregada ou neutra,
€ a forma ativa[2].

Em suma, atualmente € aceito que o alvo final dos anestésicos sdo as proteinas de
membrana, em especial, os canais iénicos das células nervosas. No entanto, as proteinas
envolvidas ndo tém sido claramente caraterizadas, nem chegou-se a um consenso sobre
o modo pelo qual seriam afetadas, existindo, basicamente duas categorias de hipéteses:
uma, em que se propde a interagao direta dos anestésicos com as proteinas de mem-
brana, e outra, em que se propde como sitio de agao primario certas regices lipidicas da

membrana, tais como o dominio lipidico em torno das proteinas.

Devido & complexa organizagido da membrana bioldgica e a conseqitente complexi-
dade da acao anestésica, muitas vezes é dificil discernir se os efeitos sio provocados por
agao direta sobre as proteinas ou a partir da interferéncia com as interagdes proteina-
lipidio. Assim, as membranas reconstituidas artificialmente constituem sistemas mo-
delo convenientes para controlar os parametros de interesse e reduzir a complexidade,
facilitando a determinaciio do grau de participagdo lipidica e proteica nas interagdes
membrana-anestésico. Entretanto, alguns sistemas naturais, como, por exemplo, as
vesiculas de reticulo sarcoplasmatico, sao bem caracterizados e oferecem suficiente sim-

plicidade para o estudo dos efeitos de fArmacos sobre a membrana.

Em relagao as técnicas de estudo das interagdes membrana-anestésico, a técnica de

ressondncia paramagnética eletronica (RPE) tem sido muito utilizada para o estudo de



sistemas biologicos, principalmente a partir da sintese quimica dos radicais nitréxido[17]
quc possuem um elétron desemparelhado e, portanto, sao detetados por RPE. Estes ra-
dicais podem ser incorporados ao sistema de interesse seja como marcadores, ao li gar-se
covalentemente a moléculas particulares do sistema estudado, ou, tambdém, como son-
das, moléculas independentes que se associam ao sistema de forma niio covalente. Se o
sistema é diamagnético, o nico sinal detetado por RPE provém do radical nitréxido.
Como os espectros de RPE destes radicais sdio sensiveis & natureza do meio no qual
estao dissolvidos, entdo, a andlise da forma das linhas do espectro oferece informagao
sobre as caracteristicas do meio[17,18]. Assim a técnica de RPE tem sido amplamente
difundida para estudar os aspectos estruturais e dinamicos de bicamadas lipidicas[19-21]
e de proteinas(22-24].

Outras técnicas muito utilizadas para o estudo da estrutura molecular dos sistemas
bioldgicos séo as técnicas de andlise térmica[25]. Dentre estas, uma das mais comuns é
a calorimetria diferencial de varredura (DSC) que permite medir a capacidade calorifica
relativa de um sistema em fun¢éo da temperatura, sendo possivel registrar transicdes de
fase e determinar os pardmetros termodinamicos que as caracterizam(26]. A calorimetria
diferencial tem sido aplicada ao estudo de transicdes de fase de lipidios[19,27-29] e ao
estudo de macromoléculas tais como as proteinas(30,31], podendo-se obter informago

sobre a proteina de forma global ou sobre dominios especificos.

Os aspectos basicos sobre as membranas biologicas sao tratados no capitulo 1, sendo
enfatizados os pontos de interesse em relagao aos trabalhos desenvolvidos: componentes
da membrana, interagdes entre os componentes, propriedades da membrana e sistemas
modelo. Uma reviséo sobre os resultados prévios relativos tanto ao fenémeno da aneste-
sia ao nivel fisioldgico quanto aos efeitos dos anestésicos ao nivel molecular ou sub-celular

é apresentada no capitulo 2.

Dado que os anestésicos s&o substancias anfifflicas, podem formar sistemas micelares,
dependendo da concentracéo e das caracter{sticas do meio. Segundo a droga esteja dis-
solvida ou organizada em micelas, a sua reatividade pode mudar, devido & capacidade

catalitica das micelas[32,33], portanto, é relevante conhecer o diagrama de fases da droga.



estudada. para definir as condigoes experimentais efou interpretar os resultados.

No capitulo 3, discutiimos os principios termodininicos da. formacao de micelas, pro-
pondo wmn modelo simplificado para descrever a micelizacio. Mesmo se as micelas pro-
priamente ditas nao sao fregilentes nos sistemas vivos, o estudo das solugoes micelares
€ relevante para compreender a fisico-quimica dos sistemas bioldgicos, em particular
o efetto hidrofébico. Os principios termodinamicos basicos que guiam a formagao de
micelas sao igualmente validos para a formagio de bicamadas lipidicas, enovelamento
de proteinas e incorporacao de firmacos na membrana. Portanto, os estudos sohre a
micelizagio podem ser extendidos a um contexto mais amplo.

No capitulo 3, estudamos também o comportamento do anestésico cloropromazina
(CPZ) em solugao aquosa, em auséncia de um meio lipidico. Como as propriedades
micelares da droga dependem fortemente de condicdes tais como temperatura, pH e
forca i6nica, a informagao existente sobre os valores da concentracio micelar critica
(cmc) da droga[22,34,35], determinada para condigdes particulares, diferem muito entre
si. No trabalho apresentado neste capitulo, determinamos a cme da CPZ em funcao do
pH. A cmc ¢ determinada mediante a técnica de RPE, utilizando-se uma sonda para-
magnética anfifilica que se particiona entre o meio aquoso e o meio micelar. A partir
da analise espectral ¢ possivel conhecer a distribuicio da sonda entre os dois meios e
detetar a formagao de micelas da droga. E realizado também um estudo sistematico da

micelizacao da sonda utilizada.

Os anestésicos com amina tercidria, como a cloropromazina, possuem dois estados
de carga { protonado ou neutro), portanto, modificam o potencial elétrico superficial das
vesiculas lipidicas. Para estudar as interacbes membrana-anestésico é essencial conhecer
a fragdo de droga associada & membrana e a propor¢io das espécies carregada e neutra
em cada fase. Embora, cada forma da droga se adsorva com diferente afinidade, sio
obtidas, normalmente, constantes de particio ou constantes de adsorcdo aparentes, sem
levar em conta o estado de carga da droga[35,36]. No capitulo 4, estudamos a adsorcio
da CPZ em lipossomos lipidicos reconstituidos artificialmente. Para determinar as cons-

tantes de adsor¢io de cada uma das duas formas, medimos o potencial superficial da



membrana que € modificado pela presencga da forma protonada da droga. Utilizando um
formalismo apropriado para descrever a incorporagio da droga na membrana, podem
scr determinadas as constantes de adsorgao de cada uma das duas formas da droga. O
potencial superficial foi estimado segundo o método que se baseia na utilizacio de uma
molécula paramagnética anfifilica carregada positivamente como sonda para medidas
de RPE[37]. Como a sonda se particiona entre o meio lipidico ¢ o meio aquoso em
fungao do potencial elétrico superficial, através da andlise espectral, é possivel conhecer
a distribuigao da sonda entre os dois meios e, conseqiientemente, determinar o potencial

superficial.

A agdo de subsﬁé,ncias anestésicas sobre as proteinas de membrana é investigada nos
capitulos 3 e 6, através de técnicas de andlise térmica e de RPE, utilizando-se como
sistema modelo vesiculas de reticulo sarcoplasmatico rico em Ca**- AT Pase.

No capitulo 5, estudamos a desnaturagao térmica de diferentes dominios da Catt-
ATPase do reticulo sarcoplasmético, em presenca do anestésico local dibucaina. O es-
tudo foi feito mediante a técnica de DSC e mediante experiéncias de inativacio do trans-
porte de calcio. Em auséncia de Ca**, a Ca**-ATPase desnatura-se, aparentemente,
como uma so unidade, entretanto, em presenca de Ca**, os dominios sao estabilizados
de tal modo que podem ser detetadas, mediante DSC, duas transicoes separadas. As-
sim, observando-se os efeitos da dibucaia sobre a Ca**-ATPase, em presenca do cation,
foram obtidos novos resultados em relagio a estudos prévios sobre a Ca**-ATPase em
auséncia do cation, mediante DSC[38]. Os resultados obtidos mostram que a dibucaina
desestabiliza em diferente grau dois dominios da proteina, contrabalancando o efeito
estabilizante do Ca**.

Para observar os efeitos estruturais e dinamicos dos anestésicos sobre as diferen-
tes regices da Ca*t-ATPase, marcamos a proteina com radicais nitréxido derivados da
maleimida que se ligam aos grupos -SH e que podem ser monitorados por RPE. No
capitulo 6, realizamos um estudo comparativo das mudancas observadas nos espectros
desses marcadores quando a Ca*t-ATPase marcada ¢ tratada com anestésicos locais

{dibucaina e tetracaina) ou com um n-dlcool (butanol). Observou-se que tanto os anes-



tésicos locals estudados quanto o butanol provocam mudancas na estrutura proteica
com efeitos nos espectros de RPE desses marcadores. Todas as drogas estudadas provo-
cam efeitos semelhantes, afetando, aparentemente, a mesma regiao da proteina gue se

presume esteja localizada nos dominios globulares da enzima.

Por altimo, os resultados destes trabalhos e as suas possives extensoes sio discutidos

no capitulo 7.



Capitulo 1

Membranas biolégicas

A membrana celular tém um papel crucial nos processos vitais da célula, limi-
tando sua extensdo e controlando a composicdo idnica e molecular do meio interno.
O mesmo papel desempenham as membranas do micleo, nas células eucariotas, e das
organelas intracelulares (mitocondrias, lissossomos, reticulos, etc.).

Embora as diferentes membranas bioldgicas apresentem caracteristicas particulares,
todas possuem basicamente a mesma estrutura, formada, predominantemente, por lipi-
dios e proteinas associados por interagdes nio covalentes. Segundo o modelo do “mo-
saico fluido”, proposto por Singer e Nicolson[40], os lipidios se organizam em uma folha
bimolecular que constitul a matriz na qual se encontram imersas as proteinas de mem-

brana, como é representado esquematicamente na fig. 1.1.



PROTEINAS BICAMADA

DE LIPIDIOS

Figura 1.1: Representagao esqueméatica da membrana bioldgica, segundo o modelo de Singer-
Nicolson.

Entre as interagdes nio covalentes responsaveis pela organizacio da membrana, as
mais importantes sdo as denominadas hidrofébicas[40]. As moléculas de hidfocarbonos
apresentam maior solubilidade (ou seja, o potencial quimico é mais negativo) em sol-
ventes organicos que em dgua. Este efeito, dito hidrofébico, é devido ao fato de que a
estrutura do meio aquoso em torno da molécula hidrocarbénica é alterada por interrup-
¢do da rede de pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua. Portanto, a diferenca
no potencial quimico é proporcional & drea do soluto hidrofébico em contato com a agua
e, consequentemente, depende tanto da extens&o da molécula do hidrocarbono quanto
do seu empacotamento. As moléculas hidrofébicas sdo, entio, repelidas pelas moléculas
de dgua, agrupando-se de forma tal que a alteragio da rede seja minimizada.

Para os derivados polares (i6nicos ou com momento dipolar elétrico) dos hidrocar-
bonos: dcidos carboxilicos, dlcoois, fendis, etc., o mesmo efeito é observado paraa porgao
hidrocarbénica, enquanto as partes polares tém maior afinidade pelo meio aquoso. Estas
ultimas regides, denominadas hidrofilicas, se acomodam & estrutura da dgua através da
atragdo eletrostéitica ou da formagéo de pontes de hidrogénio com as moléculas polares
de dgua. Os compostos que apresentam esse tipo de comportamento ambivalente sio

chamados anfifilicos.



1.1 Componentes das membranas

1.1.1 Lipidios de membrana

Os lipidios sao derivados mistos dos hidrocarbonos, geralmente resultantes da este-
rificagdo de dlcoois ou aglicares com acidos graxos. Formados por um grupo polar e por
uma ou duas cadelas hidrocarbonicas, sdo substancias de cardter anfifilico.

Os tipos de lipidios que predominam nas membranas bioldgicas sao: os fosfolipidios,

os gheolipidios e o colesterol[19,41,42], cujas estruturas estio representadas esquemati-

camente na fig. 1.2

FOSFOLIPIDIOS

C o, 3
Fosfoglicéridos | 1cool Hrostato )
i
c dcido graxo superior |
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T
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Esfingomielina | colina  HiostatoH esfingosina ]
I dcido graxo superior
| esfingosina j — HOH, c—g—g—czg—(cyg)w-—m{a
H‘shl. on®
GLICOL'P'D'OS L colina Hfosfal.oH esfingosina
|
I 4cido graxo superjor
COLESTEROL
HO

Figura 1.2: Lipidios de membrana.
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Os fosfolipidios sho derivados do glicerol (fosfoglicéridos) ou da esfingosina (esfin-
gomielina). Nos fosfoglicéridos (ver fig. 1.3), que constituem a classe mais abundante, os
dois primeiros dtomos de carbono do glicerol sao esterificados com os radicais carboxila
de cada um de dois acidos graxos (regido hidrofébica) e o terceiro é esterificado pelo
acido fosforico (regido polar). O composto assim resultante (&cido fosfatidico) é o fos-
foglicérido mais simples; em seus derivados, o grupo polar é formado pela esterificagio
do fosfato com o radical hidroxila de certos alcoois. O fosfoglicéridos caracterizados pe-
los élcoois colina, etanolamina, inositol, serina e glicerol, sdo, tipicamente nessa ordem,
os mais abundantes nos sistemas naturais{19,41). Por outro lado, dependendo do pH,

estes fosfoglicéridos podem apresentar diferentes estados de carga.

&lcocl
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Figura 1.3: Alguns fosfolipidios derivados do glicero! (ou fosfoglicéridos). As cadeias de hidro-
carbonos, representadas esquematicamente, s3o de comprimento e grau de saturacao varidveis.
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Os glicolipidios sio similares & esfingomielina (fig. 1.2): derivam da esfingosina e
contém um dcido graxo, no entanto, se distinguem pelo fato de seus grupos polares
serem constituidos de um ou mais residuos de agicar (tais como glucose ou galactose).

As cadeias hidrocarbonicas dos lipidios de membrana variam em comprimento (nor-
malmente com nimero par de dtomos de carbono entre 14 e 24, sendo mais comuns as
de 16 e 18) e podem ser saturadas ou insaturadas.

O colesterol ¢ um esteréide. A estrutura quimica desta molécula é bem diferente &
dos lipidios de membrana, no entanto, é classificada entre os lipidios devido & similar
solubilidade em solventes organicos. A molécula de colesterol, cuja estrutura é mostrada

na fig. 1.2, é hidrofébica com excecao do radical hidroxila.

1.1.2 Proteinas de membrana

Alguns dos aminoécidos que constituem as proteinas podem ter carateristicas hidro-
f6bicas ou hidrofilicas. Em comparagho com as proteinas soliveis, as proteinas de
membrana néo apresentam diferencas significativas de composi¢éo nem de distribuicio
de residuos na estrutura primaria[43]. Contudo, as proteinas soliveis formam, normal-
mente, estruturas globulares em que os residuos hidrofébicos se encontram no interior,
evitando o contato com o meio aquoso, enquanto na maioria das proteinas de membrana,
os dominios hidrofébicos interagem no interior da bicamada com as cadeias de hidrocar-
bonos dos lipidios e os dominios hidrofilicos se estendem para o exterior da membrana
de um ou ambos lados da bicamada. Estas protefnas sdo denominadas integrais e, em
particular, aquelas expostas ao meio aquoso em ambos lados da membrana (como a
Ca**-ATPase) sio chamadas transmembranares (ver fig. 1.1). Existem, também, ou-
tras proteinas de membrana, as periféricas, que estéo ligadas & superficie da membrana
por interagoes eletrostaticas ou através de pontes de hidrogénio, sem interagir com as
regioes hidrofébicas.

Na membrana, estdo presentes vérios tipos de proteinas que desempenham diferentes
fungbes como, por exemplo, a catélise de reacdes ou o reconhecimento de substincias

especificas. Entretanto, as proteinas que realizam uma das fungdes mais importantes
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sa0 as quc permitem o transporte seletivo de substancias através da membrana. Sem a
presenga destas proteinas, ndo haveria, praticamente, troca de matéria entre os meios
separados pela membrana, dada a baixa permeabilidade que apresentam as bicamadas
de lipidios para fons e moléculas polares. Algumas destas proteinas constituem simples
canais para o fluxo de fons segundo o gradiente eletroquimico (gradiente de concen-
tragao do fon e gradiente do potencial elétrico), permitindo o transporte passive; outras
proteinas promovem o transporte contra esse gradiente, efetuando o transporte ativo.
Em contraste com o transporte passivo, que se produz espontaneamente, o ativo deve
estar acoplado a uma fonte de energia, normalmente proporcionada pela hidrélise de
compostos fosforilados como o ATP. Estas proteinas transportadoras sao essenciais para
a manutencio da composigao especifica do meio interno, necessdria para o desempenho
da atividade fisiolégica. Uma proteina tipica desta classe é a Ca**-ATPase que sera
descrita no capitulo 5.

As proteinas constituem, em média, a metade da composi¢io em peso das membra-
nas biologicas, sendo também responsaveis, juntamente com os lipidios, pela estrutura

da membrana.

1.2 Propriedades das membranas

Acima de uma certa concentragio em meio aquoso, as moléculas anfifilicas se asso-
ciam espontaneamente formando agregados globulares denominados micelas. Em cada
micela, as moléculas se acomodam em uma geometria aproximadamente esférica ou elip-
soidal de tal modo que o grupo polar de cada molécula fica exposto & dgua, sendo que
para as regices hidrofébicas o contato com a dgua ¢ minimizado. A relagio 4rea/volume
da micela serd determinada pelo balango entre o efeito hidrofébico e a repulsio entre
as cabegas polares. Existird, portanto, uma distribuigio de formas e tamanhos tais que
satisfazam uma relagio drea/volume em torno do valor étimo.

Nao podendo haver dgua ou espago vacio dentro da micela, pelo menos uma das
dimensdes do nicleo hidrofdbico deve ser menor que o dobro do comprimento da porgao

hidrofébica do monémero[44]. Segundo esta restrigao, o crescimento, ou seja o aumento
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do nimero de agregaciio (niimero de monémeros por micela), sob geonmetria esférica, ¢
limitado. Entéo, o crescimento ¢ somente possivel sob formas semelhantes a elipséides
prolatos ou oblatos. No caso em que duas dimensoes sejam fixas, a micela, inicial-
mente esfcrica, crescera em forma de cilindro com capas arredondadas (ou elipséide
prolato); no caso em que somente uma dimensio seja fixa, resultars um disco com bor-
das arredondadas (ou elipsGide oblato). O crescimento acontece, respectivamente, na

diregao paralela e na perpendicular ao eixo de simetria da micela (ver fig. 1.4).

S e

S s

Figura 1.4: Seqiiéncia do crescimento micelar.

O crescimento subseqiiente destas estruturas se produz praticamente sem variacio
da relagao drea/volume, uma vez que os efeitos de bordas sio despreziveis, principal-
mente a medida que o numero de agregagfo aumenta. A estrutura em forma de discos,
leva, através do aumento do numero de agregagio, a formagao de extensas folhas bi-
moleculares ou bicamadas{43]. Estas bicamadas podem dobrar-se sobre si mesmas até
delimitar em um compartimento aquoso fechado, denominado vesicule ou lipossomo,
sem modificagéo da relagdo area/volume.

Os fosfolipidios, que apresentam duas cadeias hidrocarbonicas por grupo polar, ten-
dem a organizar-se em bicamadas planas (fase lamelar) ou em vesiculas, evitando as
formas de micelas globulares[44]. A formagdo destas estruturas é a base para a orga-

nizagdo da membrana bioldgica (fig. 1.1).
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A orgamzagio da membrana sc bascia em ligagdes ndo covelentes. A formagio de
bicamadas de lipidios em solugio aquosa ¢ wm processo rapido ¢ espontaneo. As in-
teragoes hidrofébicas sdo predominantes, mas tainbém participam forgas atrativas de van
der Waals entre as cadeias dos hidrocarbonos (favorecendo a compactagio dos lipidios),
interagdes eletrostaticas entre as cabegas polares ¢ pontes de hidrogénio entre os g£rupos
polares € as moléculas de dgua. Estas interagdes sio menos intensas do que as cova-
lentes, mesmo as higagdes i6nicas, que em solugao aquosa sio enfraquecidas devido &
blindagem provocada pelas moléculas polares de dgua e pela presenga de contraions.
O modo de associagho entre os componentes da bicamada, assim resultante, confere 3
membrana uma estrutura de naturcza flexivel e fluida, sem a rigidez que as ligagdes

covalentes eventualmente provocariam.

Outra caracteristica da membrana bioldgica é a assimetria: a composicio Lipidica
diferente em cada camada € a orientacao especifica das proteinas de membrana conferem

ao conjunto uma assimetria tanto estrutural quanto funcional.

Os componentes da membrana apresentam uma mobilidade muito grande, a tempe-
raturas fisiolégicas. Tanto lipidios quanto algumas protefnas se difundem rapidamente
no plano da bicamada (difusdo lateral), com coeficientes de difusio tipicos da ordem
de 1um?/s e 1072um? /s, respectivamente[19,45]. Os lipidios podem também passar de
uma camada a outra (“flip-flop” ou difusdo transversal), porém, com freqiiéncia muito
bajxa quando ocorre espontaneamente (1 vez emn minutos ou em dias)[19,46]. Por outro
lado, os movimentos intramoleculares (tais como vibragio e rotacio de cada molécula
ou de segmentos da mesma) séo rapidos dentro da membrana: as cadeias de dtomos de
carbono constituem regides muito flexiveis das moléculas de fosfolipidios (a mobilidade
dos segmentos é da ordem de 10'%/5[19]) e estas moléculas giram rapidamente em torno
do eixo perpendicular ao plano da membrana (difusdo rotacional), com coeficientes da
ordem de 10®/s[47,48].

Portanto, pode-se dizer que, a temperaturas fisiolégicas, as membranas sio estru-
turas flurdes. O termo fluidez é, com frequéncia, utilizado ambiguamente em relagio

tanto & ordem orientacional das cadeias de hidrocarbonos quanto & microviscosidade. A



ordem, associada com o grau de organizagao espacial, niio necessariamente corresponde
a rigidez das cadeins. Considerando a membrana conio bi-dimensional, segundo sugere
o modelo de Singer-Nicolson, a sua naturcza anisotrépica poderia ser representada pela
combinagao de dois vetores de viscosidade, um perpendicular € outro paralelo ao plano
da bicamada. A membrana biolégica, embora seja substancialmente bi-dimensional, ¢
um sistema anisotropico e inomogéneo, dado que varios elementos agregam complexi-
dade: a assimetria da bicamada, o gradiente de mobilidade dos segmentos moleculares
entre a cabega polar e o centro da bicamada e a presenga de dominios de lipidios em
diferentes fases. Portanto, um parametro apropriado para medir o grau de fluidez ¢
a microviscosidade[19,20], determinada pela mobilidade translacional e rotacional dos
componentes individuals da membrana.

As bicamadas de lipidios podem se encontrar em diferentes fases estruturais di-

ferenciadas pela fluidez das cadeias de hidrocarbonos e pela simetria da organizagio

molecular[48,49].
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Figura 1.5: Representagio esquemdética da pré-transigio (Ly — Py, a temperatura T,) e da
transicdo de fase principal (Pp — P,, a temperatura 7T,) de uma bicamada de fosfolipidios

puros. Na parte superior: corte perpendicular ao plano da bicamada, na parte inferior: uma
das superficies da bicamada.
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Uma membrana artificial constituida de um 1inico tipo de fosfolipidio com cadeias
hidrocarbénicas simétricas, passa, a temperaturas bem definidas, de uma fase Ly, de
baixa temperatura, ordenada e rigida (gel cristalino} a uma fase intermediaria Py e de
esta para uma fase L,, de alta temperatura, desordenada. e fluida (cristal-liquido ou fase
fluida}{19.20.,48]. Na figura 1.5, é apresentado um esquema destas transigoes de fase. Na
fase de gel cristalino, tanto as cadeias de 4cidos graxos quanto as cabecas polares estéo
ordenados seguindo diregdes preferenciais e a mobilidade ¢ baixa. A fase intermedidria
é, também, uma fase de gel critalino mas a bicamada apresenta um perfil ondulado
carateristico[48]. Na fase fluida, ndo existe uma orientacio privilegiada das cadeias de
hidrocarbonos nem das cabegas polares e a mobilidade dos componentes da bicamada é
maior. Quando a bicamada passa da fase cristalina para a fase fluida, aumenta a area,
a espessura diminui e o volume total aumental20].

A temperatura critica T da transi¢io principal (Ps — P,) aumenta diretamente
com o comprimento das cadeias e inversamente com o grau de insaturagho, ja que
cadeias mais curtas interagem menos fortemente e duplas ligagdes cis (que sao as mais
comuns nos acidos graxos[41}) produzem dobras na cadeia de carbonos que impedem o
empacotamento. Também o grupo polar tem efeito sobre a temperatura de transigao.
A tabela 1.1, na qual sdo apresentados os valores das temperaturas criticas (7}) corres-
pondentes a varios fosfoglicéridos, ilustra esses efeitos sobre a temperatura da transicao
principal.

O comportamento de fases descrito corresponde principalmente as fosfatidilcolinas
simétricas. Para fosfolipidios com carga liquida (tais como PA e PE) nao é observada a
pré-transi¢aol48].

Em membranas de fosfolipidios puros, dependendo do tipo de fosfolipidio, a bica-
mada pode sofrer outras transi¢des para fases distintas das mencionadas. Os fosfolipidios
assimétricos, com cadeias cujos comprimentos diferem em mais de quatro atomos de
carbono, podem se encontrar em diferentes fases interdigitadas[27] caraterizadas pelo
modo de interpenetragao das cadeias dos fosfolipidios de camadas opostas. Também
podem existir fases fluidas caracterizadas por uma orientacao preferencial das cabecas

polares ou das cadeias[48], fases de gel desordenado[47] e fases cristalinas diferenciadas
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Tabela 1.1: Temperaturas de transi¢ao (T.) de alguns fosfoglicéridos identificados pelo alcool
da cabeca polar, pelo comprimento e pelo nimero de duplas ligagbes de cada cadeia carbdnica.
Os indices inferiores indicam as posi¢oes das duplas ligagdes cis. Os valores das temperaturas
criticas correspondem a pH 7.

pela diregdo orientacional das cadeias[48] ou pelo grau de empacotamento (tal como a
fase L, denominada sub-gel em que o empacotamento é maior e o grau de hidratagao
menor que na fase Lg,[27]). Também podem produzir-se transigoes para fases em que
os lipidios deixam de organizar-se em bicamadas (fases micelares)[19]. Por exemplo, os
fosfolipidios com carga liquida (tal como PE) podem organizarse em aglomerados de
micelas cilindricas invertidas[49].

Em geral, as membranas formadas por um determinado tipo de fosfolipidio podem
sofrer s6 algumas das transigdes de fase mencionadas[49], sendo induzidas por variagio
da temperatura (termotrépicas), da concentragao lipidica (liotrépicas) ou de outros fa-

tores tais como pH e forga ionica.
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Em membranas mistas, formadas por dois tipos de fosfolipidios, com diferentes tem-
peraturas criticas, podem produzir-se scparagdes de fases[19,21,48,51], de maneira tal
que, na faixa de temperaturas entre as temperaturas de transicio de cada lipidio, os
lipidios de umn mesmo tipo formam aglomerados. Assim, podem coexistir dominios de
fosfolipidios em diferentes fases estruturais. Nos sistemas mistos, também é possivel a
formagao de micelas invertidas no interjor da bicamada[19].

Em membranas naturais, constituidas por misturas de fosfolipidios, em alguns ca-
sos, a mistura pode desfavorecer a cooperatividade das transigdes de fase{19], em outros,
pode surgir um comportamento de fases complexo.

A fluidez e o grau de ordem da membrana biolégica, além de serem regulados por
fatores fisicos como presséo e temperatura, sdo controlados principalmente pela com-
posigao lipidica, ja que dependem das caracteristicas das cabegas polares e do compri-
mento e msaturacio das cadeias de acidos graxos. Em especial, é relevante o contetdo de
colesterol. O colesterol aumenta a estabilidade mecinica da membrana na fase fluida,
diminuindo a compressibilidade lateral, sem afetar sensivelmente a microviscosidade.
Na presenga de colesterol, a ordem orientacional das cadeias na fase fluida aumenta,
enquanto na fase cristalina diminui. Em proporgoes maiores que as tipicas dos sistemas
naturais, faz também diminuir a fluidez das cadeias na fase de alta temperatura e aumen-
tar a fluidez na fase cristalina, de modo tal que a transigao principal é suprimida{19,47).
Na fase fluida, a porg¢io rigida dos anéis da molécula de colesterol interage e imobi-
liza parcialmente as regiées das cadeias de hidrocarbonos préximas aos grupos polares
deixando somente o final da cadela flexivel. Na fase cristalina, o colesterol tem o efeito de
‘evitar que as cadelas carboénicas se aproximem e cristalizem, inibindo assim o aumento
de ordem e a diminuigéo de fluidez que se produziriam a baixas temperaturas[47,52].

Entretanto, o pH, a for¢a i6nica, o grau de hidratagio da membrana, as proteinas de
membrana (como se verd na seguinte secgao), fons como o Catt, que pode ligarse aos
lipidios carregados, e outras substdncias presentes sio, também, responsiveis pelo es-
tado da bicamadaf19,20,48]. Nos organismos vivos, existem mecanismos complexos que
permitem manter as membranas no estado fluido requerido para a maioria dos processos

biolégicos. Por exemplo, nos animais que hibernam, a temperatura do corpo se reduz
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durante o inverno mas as membranas se mantém no estado fluido como conseqiiéncia

da alteragao da composigao lipidica[47].

1.3 Interacoes proteina-lipidio

A fluidez da membrana é de fundamental importéncia para a majoria de suas funcdes,
especialmente para a atividade enzimédtica que é modulada pelo entorno lipidico.

Quando o meio é alterado, seja através de mudancas da composicao lipidica da matriz
em que se acha imersa a proteina, seja através da variagio de temperatura, pH ou con-
centragao de outras substancias, as proteinas podem sofrer mudancgas intramoleculares,
sem ruptura das ligagdes covalentes, passando a win estado conformacional em que a
proteina est4 total ou parcialmente desativada, processo denominado desnaturagio[53).

O modelo do “mosaico fluido” de Singer e Nicholson implica que a membrana é um
meio lipidico uniforme no qual estao imersas as proteinas de membrana. No entanto,
estudos por EPR revelam a presenga de duas populagdes de lipidios diferenciadas pelo
grau de mobilidade, de tal forma que a populagio mais imobilizada esta associada 3
presenca de proteinas e é proporcional & concentracao de proteinas na membrana. Por-
tanto, fol proposta a idéia de que os lipidios vizinhos & proteina (lipidios anulares ou
de interface) encontram-se mais imobilizados que os outros lipidios na bicamada|54].
As interagdes lipoproteicas sio hmportantes especialmente para selarem eficientemente
a bicamada & proteina (o qual é particularmente vital nos fenémenos de transporte) e
para manterem a proteina em uma conformacio ativa.

Por exemplo, os lipidios da interface tém um papel importante na determinacio da
conformagio ativa de proteinas de membrana tais como a Ca**-ATPase[13]. A atividade
destas proteinas ¢ altamente sensive] & composigao quimica (tanto das cadeias de 4cidos
graxos quanto dos grupos polares) dos fosfolipidios que a rodeiam, assim como & fase
em que os lipidios vizinhos se encontram[13-15]. O transporte de célcio e a atividade
da Ca**-ATPase estio relacionados com a fluidez dos lipidios vizinhos de tal forma que
a atividade decai quando a fluidez aumenta[16]. Fenomenos tais como desordem, fluidi-

ficagdo ou separagao lateral de fases[51] podem alterar a fungao proteica como resultado
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de facilitarem ou inibiremn mudangas conformacionais.

As proteinas de membrana também requerem para seu funcionamento adequado de
lipidios com grupos polares especificos, por exemplo, o estado de carga elétrica desses
grupos é um dos fatores determinantes, dado que alteragdes de carga podem induzir
nmdangas conformacionais[55].

Por outro lado, os lipidios desempenham também um papel importante na mediagio
das interagdes proteina- proteina com efeitos sobre a agregacio de proteinas. Isto é par-
ticularmente relevante no caso de formagao de canais por polimerizagio de proteinas,
com o qual os lipidios poderiam interferir.

Destas consideragdes, compreende-se o porque da grande variedade de lipidios que
constituem as membranas e das diferentes composigbes da membrana segundo a sua
fungao bioldgica.

Assim como as proteinas sdo sensiveis ao ambiente lipidico, reciprocamente, as
proteinas tém efeitos perturbadores sobre o estado da bicamada através das interagdes
proteina-lipidio. A fluidez da bicamada é regulada pelo comprimento e grau de in-
saturagao das cadeias dos lipidios, e, outrossim, por outras substincias presentes na
membrana, tals como, em particular, as proteinas de membrana.

Por exemplo, a incorporagio de proteinas em membranas reconstituidas introduz
desordem e restringe o movimento das cadeias dos fosfolipidios vizinhos[54,56] ou induz
a mterdigitagdo das cadelas[29]. Em alguns casos, as proteinas produzem deslocamento
da temperatura de transigéo, devido & presenga de residuos carregados que reduzem
a repulséo eletrostatica entre grupos polares[48]. Mudangas na conformacio proteica
tambeém podem mediar alteraces da fluidez da bicamada[22]. Encontrou-se que mu-
dangas conformacionais das proteinas do reticulo sarcoplasmético induzem desordem

em regides locais da bicamada lipidica[23].

1.3.1 Purificagao de proteinas

Em geral, as proteinas de membrana sao classificadas segundo o método seguido
para sua extragao. Assim, distinguem-se as proteinas periféricas ou extrinsecas, que

sao extraidas utilizando-se solugbes salinas (por exemplo, 1M NaCl), e as integrais
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ou intrinsecas, que requerem métodos mais agressivos baseados no uso de solventes
organicos ou detergentes que destroem a bicamada. Esta classificagio, apesar de uti-
lizar a mesma nomenclatura mencionada anteriormente na secio 1.1.2, nem sempre
corresponde estritamente a uma classificagio segundo a descrigio molecular de como
estas proteinas estao associadas & bicamada, ressaltando, entretanto, que em alguns
casos a estrutura molecular néo é bem conhecida. Entretanto, é razoavel pensar que
ambas classificagdes coincidem na maioria dos casos: para proteinas ligadas a bicamada
por interagdes eletrostaticas ou ponte de hidrogénio, é suficiente a adicdo de sais ou
mudangas no pH para eliminar essas interagoes, enquanto, para proteinas associadas
a bicamada por interagdes predominantemente hidrofébicas (caso em que o método
anterior resultaria ineficaz), sdo necessérios para solubiliza-las detergentes capazes de
romper essas associagoes.

Na purificagao de proteinas integrais, as terminacdes hidrofébicas dos detergentes
deslocam os lipidios que rodeiam a proteina, entretanto, o extremo polar tende a dissol-
ver a proteina no meio aquoso na forma de um complexo proteina-detergente. Assim,
uma complicagao resultante deste método € o fato de que os detergentes podem modi-
ficar a estrutura terciaria da enzima (desnaturacdo), provocando a perda de atividade

enzimatica.

1.4 Sistemas modelo

Para estudar as propriedades da membrana bioldgica assim como os efeitos produzi-
dos por substancias que agem ao nivel da membrana, podem ser utilizados sistemas
naturais tals como hemacias, bactérias e organelas intracelulares. Porém, a membrana
natural é um sistema complexo, com multiples componentes que interagem forterente.
A utilizacdo de sistemas modelo artificialmente reconstituidos pode facilitar o seu es-
tudo. As propriedades fisico-quimicas da matriz lipidica podem ser estudadas em sis-
temas tais como vesiculas reconstituidas em que é possivel controlar a composicio de
fosfolipidios. A purificacao de proteinas de membrana permite estudar a sua estrutura e

comportamento fora do meio lipidico. A partir destes modelos, podem ser discernidas as
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contribuicoes dos componentes lipidicos e proteicos nos diversos fenémenos. Finalmente,
mediante a incorporagao de proteinas em vesiculas artificiais, podem ser produzidos sis-

temas mais realistas, ainda assim conservando certa simplicidade.

1.4.1 Vesiculas naturais

Existem alguns sistemas naturais que oferecem relativa simplicidade.

Os eritrécitos, por exemplo, carecem de organelas e uma vez removido o contetido
citoplasmiatico (com uma solu¢ao salina hipotonica), fornecem um sistema de membra-
nas puras que podem ser obtidas com facilidade[52].

De particular interesse sao as vesiculas do reticulo sarcoplasmditico. Estas vesiculas
constituem um sistema bem caracterizado (composicao lipidica e proteica) e € possivel
isolar fracoes em que o conteido proteico ¢ formado quase exclusivamente pela Cat+-
ATPase, cuja estrutura e fungéo sdo bem conhecidas. Portanto, este sistema representa,
um modelo apropriado para correlacionar mudancas estruturais com mudangas fun-

cionais. Uma descrigdo detalhada deste sistema é apresentada no capitulo 3.

1.4.2 Membranas artificialmente reconstitufdas

Alguns tipos de membranas que podem ser obtidas artificialmente sio as seguintes:

* monocarnadas: sio camadas de lipidios produzidas pelo depdsito de lipidios na
interface dgua/ar. Estes sistemas podem ser obtidos facilmente e modelados teori-

camente com simplicidade.

o Filmes: séobicamadas planas formadas em um orificio (¢ ~ 1mm) entre dois com-
partimentos aquosos. Inicialmente, uma monocamada é formada na superficie de
um dos compartimentos, diminuindo-se depois o nivel de agua desse comparti-
mento até transferir a monocamada. ao orificio. Transfere-se outra monocamada

quando o nivel de dgua ¢ levado novamente acima da posigao do orificio[57).

o Lipossomos multilamelares: sdo vesiculas formadas por vérias bicamadas con-

céntricas, com diametro externo entre 0,1um e varios pm[58). Sio obtidas por
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suspensao de fosfolipidios num meio aquoso. Os lipidios sio primeiro dissolvidos
em uma solugdo organica, em seguida o solvente é evaporado de maneira tal que
se forme um filme lipidico nas paredes do recipiente. O filme é hidratado com a
adigao de uma solugio tampéo apropriada, & temperatura acima da temperatura

de transigio do lipidio utilizado[50].

Lipossomos unilamelares: ou vesiculas, sdo compartimentos aquosos, de geometria
aproximadamente esférica, delimitados por uma bicamada de lipidios. Sao obti-
dos submetendo uma suspensao de lipossomos multilamelares a ultra-som[50] ou
a técnica de extrusao[59,60]. Pelo primeiro método, sio produzidas vesiculas com
diametros distribuidos na faixa entre 20 nm e varios yum, portanto, se for necesséria
a selegio de tamanhos, deve ser aplicada uma téenica adicional (tal como a cen-
trifugagao). A técnica de extrusiao permite a obtencao direta de vesiculas de um
determinado didmetro, dependendo do filtro utilizado. Uma outra técnica que
pode ser utilizada é a didlise[61], que permete a obtengéo de lipossomos unilame-

lares gigantes (¢ ~100u).
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Capitulo 2

Anestésicos

As substéncias anestésicas, segundo a defini¢io mais geral, séo aquelas capazes
de bloquear, em forma reversivel, o potencial de acio de células nervosas ou musculares,
sem afetar apreciavelmente o potencial de repouso[l]. Consequentemente, substancias
muito diversas podem ser consideradas anestésicas. Na tabela 2.1[1], E apresentada
uma lista de algumas familias de anestésicos, agrupados principalmente segundo a sua

aplicagao farmacoldgica.
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Anestésicos locals usuais

Procaina
Cocaina
Lidocaina
Tetracaina
Dibucaina

Alcoois (n-dlecoois)

Metano}
Etanol
Propanol
Butanol

Undecanol

Anestésicos intravenosos

Uretane
Cloralose

Tranqiilizantes Cloropromazina
Anestésicos inaldveis Eter

Narcéticos Morfina
Sedativos Barbital

Pentobarhital

Antiinflamatérios

Acido salicilico
Fenilbutazona

Esteroides Hidroxidiona
Antihistaminicos Difenhidramina
Antiparkinsonianos Caramifen
Relaxantes musculares Benzimidazole
Anticonvulsivos Paraldeido
Trimetadiona
Antiarritmicos Propanolol

Procaina amida

Detergentes Lauril sulfato de sédio

Tabela 2.1: Algumas familias de anestésicos.

Dependendo da diferenga de potencial através da membrana do axdnio de uma célula
nervosa, os canals de Na¥™ podem encontrar-se, essencialmente, em algum de trés esta-
dos: aberto, fechado ou inativado. De modo simplificado, pode dizer-se que, o potencial
de aglo é gerado hasicamente pela abertura dos canais de Na* (aumento significativo
da pernmieabilidade dos canais ao fon) induzida por um estimulo elétrico despolarizante,
resultando em um fluxo liquido de Na* (mais abundante no exterior) para o interior
da célula. Nesta situagio, a diferenca de potencial através da membrana alcanca o seu
valor mdximo. Apds ficarem abertos durante um intervalo de tempo da ordem de 1 ms,

os canals passam para o estado inativado, estado em que ficam fechados e inabilitados
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para serem abertos novamente. Durante & inativacio dos canais, o potencial volta ao
valor de repouso e depois de um certo intervalo de tempo, os canais passam ao estado
fechado, que difere do estado inativado no fato de que o canal pode ser aberto ante
um novo estimulo. O pulso ou potencial de agho, assim gerado, estimula as regioes
vizinhas na membrana, produzindo-se a transmissio do potencial de acao ao longo da
membrana celular (ver fig. 2.1). Alén dos canais de Na*, participam também outros
canais ionicos, como, por exemplo, os de K*, que, quando abertos, hiperpolarizam a
membrana de modo tal que permitem restabelecer mais ripido o potencial de Tepouso

e diminuir o tempo durante o qual os canais de Nat permanecem inativados.

propagacac

) fechados inativados aberto fechados
canals

de Na® -

b
T

potencial de
membrana (mV)
=)

_‘/po:encial de repouso

i
-~
o

| il : ! H i |

distancia ao longo do axénio (u.a.)

Figura 2.1: Esquema da produciio e propagacao do potencial de agio.

Dependendo da concentragdo, os anestésicos podem bloquear a propagacéo do po-
tencial de agdo ou inibir parcial ou totalmente a excita¢io (capacidade da célula para
responder a um estimulo). A concentragio de anestésicos requerida para bloquear a
propagagao do sinal nervoso (condigao de anestesia local) é menor que a necessiria para
bloquear a excitagio local, ja que, embora as celdlas anestesiadas nao possam propagar
impulsos, elas podem responder localmente se estimuladas fortemente[1]. O bloqueio

da propagagao e o bloqueio da excitagéio poderiam ser fenémenos originados a partir de

mecanismos diferentes.



Em contraste com a anestesia local, a inducio de anestesia geral envolve sitios em
regioes do cérebrol62]. A concentragio de anestésicos requerida para provocar anestesia
geral é de 10 a 20 vezes menor que a necessdria para ancstesiar localmente[l]. Nessas
condigoes, a excitabilidade (inverso da intensidade do estiimulo minima necessaria para
induzir resposta) é reduzida.

Os anestésicos podem bloquear o potencial de acfio sem alterarem apreciavelmente
o potencial de repouso, portanto, sdao considerados “estabilizadores elétricos” da memn-
brana. Nao sao estabilizadores mecéanicos porque, mesmo tendo um efeito estabilizador
a baixas concentragoes, em concentragées altas levam a ruptura ou a dissolugao da mem-
brana. A presenga de anestésicos, em concentracdes que nio afetam apreciavelmente
o potencial de repouso, inibe o aumento de permeabilidade ao Nat responsavel pela
indugéo do potencial de acao{l]. O blogueio do potencial de acao é, aparentemente,
provocado por perturba¢éao dos canais de Nat. No entanto, desconhecem-se tanto o
sitio quanto o mecanismo pelo qual os anestésicos modificamn o funcionamento normal
desses canais. O fluxo de Na*t poderia ser reduzido por diferentes mecanismos: reducio
da permeabilidade (ou conduténcia) de alguns canais, aumento do namero de canais no
estado inativado quando ¢ aplicado o estimulo, diminuvicdo da fracio de canais ativos
que abreni-se como conseqiéncia de uma dada despolarizagio, aumento da constante
de tempo do processo de ativagio e reducio da constante de tempo de inativagio|63).
Diversos compostos reduzem o fluxo de Nat através de efeitos diferentes e. aparente-
mente, existem vérios sitios em ou em torno do canal de Na* que sio afetados pelos
anestésicos[63]. Por outro lado, devido & existéncia de varios tipos de canais de K* e
de outros ions e a interdependéncia dos diferentes canais 16nicos, a alteracio da con-
dutancia de alguus desses canais poderia ter uma forte influéncia sobre o funcionamento
dos de Na*.

Doses terapéuticas de anestésicos podem provocar. no entanto, uima pequena modi-
ficagdo do potencial de repouso (despolarizacio ou hiperpolarizacio, da ordem de até 5
mV). Segundo Seeman{l], essas modificagoes sio insuficientes para causar inexcitabil-
idade. Segundo outros autores[63], a alteracio do potencial de repouso, mesmo sendo

pequena, €, contudo, suficiente para desencadear um efeito potencialmente profundo so-
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bre a excitabilidade do axonio. A condutancia dos canais de Nat depende muito forte-
mente do potencial da membrana, scgundo pode inferir-se, por exemplo, da produgio
espontinea de pulsos em alguns neurbénios. A curva que representa essa dependéncia é
deslocada em presenca de anestésicos gerais, em concentragoes clinicas, e os deslocamen-
tos observados podem ser correlacionados com as mudancas do potencial de repouso[63].

Outros estudos recentes{64,65] parecem indicar que os efeitos primarios poderiam
ser produzidos sobre o funcionamento de algum ou alguns canais de Kt particulares.
Considerando que as redes neurais dependem, para seu funcionamento apropriado, do
funcionamento dos diferentes canais, a tendéncia atual ¢ pensar que a acio dos anes-
tésicos nao esteja associada a um unico tipo de canal, como o de Nat, senfo a um
conjunto interdependente de canais idnicos.

Entretanto, os canais envolvidos nao sao todos bem caraterizados e desconhece-se o
modo em que o funcionamento dos canais que podem ser identificados é alterado. Por
outro lado, as regides do cérebro envolvidas na indugéo de anestesia geral também néo

estao ainda bem identificadas.

2.1 Especificidade dos anestésicos no sistema nervoso central

Apesar da grande variedade de substancias que produzem efeitos anestésicos em
forma aparentemente néo especifica, o sistema nervoso central apresenta, segundo a
préatica médica, seletividade para estas drogas.

Por exemplo, a cloropromazina {(CPZ) é um anestésico local potente, a droga blo-
queia os neurénios de modo nao especifico como outros anestésicos, entretanto. apresenta
uma aparente especificidade, agindo no sistema nervoso central como antipsicético. A
especificidade poderia ser o resultado da localizacao da droga em regies particulares do
cerebro. As diferengas na localizagéo dos distintos anestésicos seria mina conseqiiéncia
de possuirem propriedades fisico-quimicas diferentes, além do cardter anfifilico comum.

Por outro lado, por exemplo, a CPZ se adsorve com igual afinidade em distintas
regices do cérebro in vilre, portanto, as diferengas observadas in vive podem ser de-

vidas & diferenca de permeabilidade quando a droga passa do fluxo sanguineo para
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determinada regido do cérebrol].

Outras possiveis fontes de seletividade sao as seguintes:

¢ o efeito denominado “de corte”[1]. Em principio, a poténcia anestésica (inverso
da concentracio requerida para produzir anestesia) aumenta com o aumento da
porgao hidrofébica da molécula, mas existe um limite a partir do qual a poténcia
decai drasticamente. Por exemplo, os n-dlcools apresentam efeitos anestésicos sé
até o undecanol. Este fato pode ser explicado em termos de que as substincias
pouco soliveis em meios polares tendem a formar agregados na fase aquosa que
dificilmente serdo adsorvidos pela membrana. Moléculas muito grandes, também
poderiam ser excluidas do sitio de agao [62]. Por outro lado, a formacio de
agregados mantém uma baixa concentra¢io de mondémeros na solugao (em torno da
concentragao micelar critica) e o processo de adsorgao de mondmeros na membrana
é lento de tal modo que a droga possa parecer inativa[62]. Como este efeito
depende de fatores tais como pH, forca i6nica, composicio da membrana, etc., as
condigbes locais em determinada regido do cérebro podem levar a especificidade

observada.

¢ Os anestésicos podem induzir alteragoes da organizagio lipidica, como a separagio
lateral de fases, fendmeno que depende da estrutura do anestésico e da composigio

lipidica da membranal51].

¢ Efeitos de carga podem produzir bloqueio da excitagio ou da condugdo nervosa,
de forma aparentemente diferenciada. A distribuigao particular de cargas em uma

dada molécula poderia ser outra fonte de seletividade.

o E também possivel que a seletividade provenha da existéncia de receptores es-
pecificos na membrana, mas nao existem evidéncias experimentais para esta hipd-

tese.

e Diversos canais 10nicos e outras proteinas estio envolvidos no processo de producao
e transrmissao do sinal nervoso. O funcionamento destas protefnas se interrelaciona

de modo complexo e cada uma delas pode apresentar diferente sensibilidade aos
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efcitos diretos ou indiretos de um dado anestésico. Sendo que cada neurénio e
cada regifo do mesmo apresenta uma composi¢io proteica particular, poderia
originarse seletividade a partir da combinagao de diferentes efcitos dos anesté-
sicos sobre regides particulares das membranas de células pré ou pos-sinapticas
(ver fig. 2.2): bloqueio da geragio do potencial de agio no axénio. supressio da
condugao do potencial de agao ao longo do axénio ou modificacio da velocidade de
condugao, supressao do potencial de agio na terminacgio pré-sindptica, bloqueio
diferenciado da excitabilidade segundo o diametro do axénio, alteragio da secrecao
pré-sinaptica, alteragho da captura de neurotransmissores pelas terminacoes pré-
sinapticas, competigio com 0s neurotransmissores pelo sitio receptor e modificagio
do limiar de ativagao pos-sinaptico[l]. Deve ter-se em conta a complexidade das
redes neurais e a possibilidade de que esses efeitos possam ser produzidos tanto
sobre células excitatorias quanto inibitérias. Os anestésicos produzem normal-
mente efeitos inibitérios, no entanto, os efeitos excitatérios provocados por alguns
anestésicos, poderiam provir do bloqueio de células nervosas inibitérias. Além
do efeito anestesiante, algumas drogas podem também produzir sensibilizagao,

antagonizando, em alguns casos, seu préprio efeito anestésico.

axbnio do

neurénio pré-sindptico

neurotransmissores

vesiculas sindpticas L
Juncao sinaptica

célula pds-sindptica receptores

Figura 2.2: Esquema da conexio neural (sinapse quimica).
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2.2 Solubilidade dos anestésicos na membrana biolégica

A solubilidade destas substincias num meio nao polar pode ser expressada pelo
coeficiente de particio definido como o quociente entre as concentragoes de equilibrio
da droga em cada uma das duas fases de um sistema nao-polar /aquoso. Este coefi-
ciente é o parmetro fisico da molécula anestésica que melhor se correlaciona com a
poténcia do anestésico. Dado que o fator comum destas substincias tdo variadas é
o cardter anfifilico e que existe uma boa correlagao entre as poténcias anestésicas e
os coeficientes de parti¢io destas drogas entrc meios apolares/polares, aceita-se nor-
malmente que os anestésicos agem primariamente sobre a membrana bioldgica e que
a interagdo membrana-anestésico é de natureza essencialmente hidrofébica. Os sitios
receptores dos anestésicos podem ser as regices nao polares da matriz lipidica, da in-
terface proteina/lipidios ou das proteinas de membrana. Uma evidéncia mais direta
da natureza hidrofébica das interagdes membrana-anestésico € que a energia livre de
adsorgao dos n-dlcoois as membranas de vdrios sistemas bioldgicos diferentes é em torno
de -800 cal/mol por grupo CH; do dlcool[66], valor que corresponde, aproximadamente,
ao valor do trabalho requerido para transferir um mol de grupos CH, da dgua para
diversos meios apolares[43.67]. Como a energia livre de combinacao de grupos CH, com
proteinas esta na faixa entre -500 e -100 cal/mol, foi proposto[66] que os anestésicos
podem 1ncorporar-se nas regides lipidicas da membrana ou em proteinas de membrana
€ que, no caso em que o sitio hidrofébico com o qual interagem os anestésicos esteja
localizado numa proteina, esta deve sofrer alguma mudanga conformacional responsavel
pela diferenca de energia livre observada.

Por outro lado, a existéncia de uma grande variedade de moléculas orginicas a-
presentando atividade anestésica, sugere que a anestesia deve resultar de interacdes
relativamente inespecificas mais do que da ligagao especifica da droga a algum receptor
particular na membrana[68]. Também é improvdvel que exista wn dnico receptor para
dar conta da extensa gama de efeitos observados.

Considerando que os anestésicos agem sobre a membrana, como primeiro passo na

tentativa de compreender o fendémeno da anestesia, é essencial conhecer a concentracio



de droga na membrana, dada a concentragio aquosa para a qual o efeito anestésico é
observado. Inicialmente, tentou-se determinar essa concentragao a partir da medida
do coeficiente de partigho do anestésico entre um meio aquose ¢ um meio nao polar
com propriedades fisico-quimicas similares as dos componentes lipidicos das membranas
biolégicas. tais como o azeite de oliva ou o aleool oleico. A partir de experiéncias feitas
no comego do século por H. H. Meyer ¢ E. Overton, onde observaram que a poténcia
de um anestésico é, aproximadamente, diretamente proporcional ao seu coeficiente de
particdo oleo/dgua, . H. Meyer formulou, mais tarde, a hipétese conhecida como regra
de Meyer-Overton[69]. Segundo esta regra, o efeito anestésico sé acontece quando a
concentragao de uma substancia qualquer na membrana supera um valor critico (da
ordem de 0,05 moles/Kg mem.). Esta concentracio dependeria da natureza da célula
anestesiada mas seria independente do anestésico. O coeficiente de particdo de muitos
anestésicos no sistema octanol/dgua € o que melhor se correlaciona com a poténcia do
anestésico, um grafico logaritmico de ambos pardmetros tem inclinagio praticamente
unitaria. Portanto, se o sitio de agao dos anestésicos apresentasse propriedades de so-
lubilidade similares ao octanol, todos os anestésicos seriam igualmente potentes nesse
sitio. No entanto, no sitio, alguns anestésicos poderiam ser mais eficientes que outros,
segundo, por exemplo, o tamanho da molécula ou sua capacidade para romper pontes
de hidrogenio[62]. Além do mais, as propriedades fisico-quimicas desses sistemas nao
polares sao diferentes as das membranas bioldgicas que representam sistemas bem mais
complexos: formadas por diferentes proteinas e por diversos tipos de lipidios, seus com-
ponentes podem organizar-se em dominios em diferentes fases estruturais.

Tentativas posteriores se baseiam em medidas feitas sobre membranas de eritrécitos
em que a partigao das drogas anestésicas apresenta valores similares aos achados para
membranas de células excitaveis(70,71]. Na tabela 2.2[1], sdo apresentados os valo-
res das concentragdes que provocam anestesia local, dos coeficientes de particio, das
correspondentes concentragbes na membrana, dos volumes moleculares e dos volumes
de ocupacao, de diferentes anestésicos.

A partir dos valores apresentados na quarta coluna da tabela 2.2, pode-se ver que a

regra de Meyer-Overton é aproximadamente correta mas nfo rigorosamente. Posterior-
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mente, algumas modificagoes foram propostas, por exemplo, que efeitos equivalentes, em
termos de anestesia, acontecem a igual volume de ocupagéo (aprox. 3 ml/Kg de mem-
brana desidratada)[73], como sugere a tltima coluna na tabela 2.2, ou a igual energia
livre de adsor¢ao da droga & membrana (60 cal/ Kg mem.)[71]. Os valores do coeficiente
de particao entre a membrana e o mcio aquoso (P, /o), apresentados na tabela 2.2, cor-
respondem ao caso em que a concentracio de sais € 0,9% NaCl. Sendo que o aumento
da for¢a idnica faz aumentar o coefictente de particio dos anestésicos aniénicos e de-
crescer o dos catidonicos, para solugdes com 0,4% NaCl, as concentracdes na membrana
dos anestésicos carregados negativamente ficam fora da faixa prevista pela regra de
Meyer-Overton (em torno de 0,04 moles/Kg de membrana desidratada). Desta forma,
foi concluido[70] que a regra de Meyer-Overton ¢ valida somente para 0s anestésicos
neutros ou carregados positivamente e que os anestésicos negativos poderiam atuar por

um mecanismo inteiramente diferente.

Anestésico Cb!oq Pm/a Cmem Vm,,} [72] Vmem
mol/l1 Ho QO (mol/Kg mem){(molfl B;0) | mol/Kg mem. | ml/mol ml/Kg mem.
metanol 2,4 1 0,045% 0,108 21,7 2,3
etano) 5,0 1074 0,14 0,070 31,9 2,2
propanol 2,2 10-1% 0,45 0,098 42,2 4.1
butano] 6,8 1072 1,51 0,102 52,4 5,3
pentanol 2,1 1073%§ 3,61 0,075 62,6 47
motfina 5,5 1073¢ 2,71 0,015 145 2.2
procaina 4,6 103§ 3,1§ 0,014 142 2,0
cocaina 2,6 103§ 15,7§ 0,041 163 6,7
cloropromazina | 1,0 107%¢ 1600t 0,016 164 2,6
barbital 2,8 10724 0,681 0,019 102 1,9
pentobarbital | 1,7 10-3¢ 9,61 0,016 133 2,2

Tabela 2.2: Concentragio dos anestésicos na membrana: valor tipico da concentragao {em
solugdo aquosa) para provocar anestesia local (Cgy,), coeficiente de particho entre a membrana
e 0 meio aquoso (P, .}, concentragdo na membrana (Cpep = Chlog-Pomys), volume molecular
(Vimot) € volume de ocupagio na membrana {(Vyem = Crem -Vimot ). As unidades de Cperm e de
Vinem sd0 por Kg de membrana desidratada. f, { e § correspondem a valores, respectivamente,
determinados experimentalmente, estimados e extraidos da literatura por Seeman(1].
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Mesmo s¢ a poténcia anestésica pode depender de varios fatores préprios da droga,
¢ razodvel esperar que a sua agao anestésica dependa basicamente da solubilidade da
droga na membrana, que pode ser expressada em termos do coeficiente de partigio do
anestésico entre a membrana e o meio aquoso. Portanto, é relevante conhecer este coefi-
clente que pode ser estimado como sendo aproximadamente proporcional ao coeficiente
de partigio da droga em um sistema néao-polar/aquoso qualquer. Este coeficiente estd
relacionado sobretudo com o comprimento da por¢éo hidrofébica da molécula anestésica.
Entretanto, o valor exato do coeficiente de partigio depende de diversos parametros,
relativos tanto a droga como ao meio aquoso e & membrana. Entre estes fatores cabe

MEnclonar:
o volume e forma da molécula.

¢ Distribuigdo de cargas na molécula, em especial, a carga liquida. Muitos anes-
tésicos sdo aminas que podem encontrar-se em dois estados de carga (neutro ou
protonado) cuja distribuigéo depende da constante de ionizagio da droga e do pH.
Cada forma se incorpora na membrana com diferente afinidade[74] e de modo di-
ferente: a membrana é permedvel 4 forma neutra enquanto é impermeavel i carre-
gada, conseqlientemente, a adsor¢do desta ltima forma se produz s6 na interface
membrana/dgua dependendo do potencial elétrico superficial da membrana, en-
quanto a incorporacao da forma neutra tem lugar nao somente na interface mas

também no interior da membrana[2,75].

¢ Concentracao do anestésico. A incorporagao inicial da droga pode induzir al-
teragoes das propriedades da membrana, modificando, consegiientemente, a in-
corporagao ulterior. Porém, em concentragoes dentro da faixa em que produzem
efeito anestésico sem provocar a dissolucao da bicamada, o coeficiente de partigio

€ praticamente constante.

* pH. Segundo mencionado acima, este parametro regula a fracio das duas formas
das aminas e como a particao de cada forma é diferente, uma variagio do pH,

sobretudo em torno do valor do pK de ionizacio da droga, modifica o coeficiente



de partigio aparente. Por outro lade, uma variagio do pH pode alterar o potencial
clétrico superficial da membrana e, consegiientemente, a adsorgao dos anestésicos

carregados.

e Forca idnica. O aumento da concentragio de sais, tais como NaCl, reduz, em valor
absoluto, o potencial superficial da membrana negativamente carregada, favore-
cendo a adsorgéio das drogas aniénicas e dificultando a adsorcio das carregadas

positivamente.

¢ Concentragio de substincias e jons, como o Ca**, que tem um comportamento
competitivo com os anestésicos catidnicos|2]. Além de modificarem o potencial
superficial, estes cétions se ligam fortemente aos grupos carregados negativamente
na membrana, provocando seu enrijecimento e inibindo a interacio dos anestésicos

com a membrana.

A composi¢ao da membrana, que, em 1ltimo anélise, determina o seu estado fisico,
outrossim. tem influéncia fundamental no coeficiente de partigio. Portanto, a incor-

poragio de drogas também depende dos seguintes fatores:

¢ comprimento e grau de saturagao das cadeias dos lipidios. A particio ¢ reduzida
com o aumento do comprimento das cadeias, o que pode ser explicado levando em
conta que, quanto malor o comprimento, maijores as interagdes entre as cadeias,

resultando mais dificil a incorporacio de outras substancias.

¢ Grupos polares dos fosfolipidios. Por exemplo, aminas, como a dibucaina, a te-
tracaina e a procaina, se adsorvem mais facilmente em membranas com densidade
superficial de carga negativa, como as de de fosfatidilserina, que em membranas

neutras de fosfatidilcolina[2,4,74-76].

» Contetdo de colesterol. O colesterol é outro regulador importante do estado da
membrana, capaz de alterar o grau de ordem da bicamada tanto na fase fluida
quanto na fase cristalina. Portanto, o contetido de colesterol pode controlar a

incorporagao de anestésicos.
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o Composigio proteica. Como se verd numa seccao posterior, as proteinas de mem-
brana tem influéncia sobre o estado da bicamada a través das interagoes proteina-
lipidio e, portanto, sobre a adsorcao de substancias. Por outro lado, as proteinas

podem fornecer sitios para a incorporacio de anestésicos.

o Temperatura. O coeficiente de particio depende da temperatura através de al-
guns dos pardmetros ja mencionados, entretanto, a dependéncia do coeficiente de
parti¢do com a temperatura ¢ drdstica na faixa das transicdes de fase. Quando
a bicamada ou dominios da mesma se encontram numa fase ordenada e rigida,
a particao € menor que na fase fluida[74]. A presenca de defeitos nessa faixa de

temperaturas também influi sobre a incorporagio de drogas{35).

2.3 Alteragoes na membrana induzidas por anestésicos

Demostrou-se experimentalmente que os anestésicos provocam a expansao dos lipi-
dios em membranas biolégicas (membranas de eritrcitos)[1,71]. A molécula anestésica,
ocupa espago dentro da membrana, mas o aumento da drea induzido por estas drogas é
aproximadamente dez vezes maior que o associado ao volume de ocupagao do anestésico,
tanto em condigdes de anestesia local quanto geral.

Foi observado, ainda, que uma pressio alta, da ordem de 100-150 atm., aplicada com
gases inertes ou hidrostaticamente, antagoniza ou reverte a anestesia geral[77) e que a
pressao requerida para reverté-la estd associada a uma compressio equivalente ac valor
da expansao induzida pelos anestésicos inaldveis[1,77].

Devido as observactes de que a pressio reverte o estado anestesiado e de que os
anestésicos induzem aumento do volume da bicamada e considerando que a pressdo (a
temperatura constante) pode actuar somente por redugio de volume, fol proposto[77]
que a agao anestésica possa estar relacionada com a expansio de certas regices da mem-
brana. Estes argumentos levaram a “hipétese do volume critico” [78]. Segundo esta
hipétese, a anestesia se produz quando o volume de uma regiao hidrofébica é expandido
acima de certo valor critico como resultado da adsor¢io de moléculas de uma substancia

nerte.
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No entanto, a expansao podcria ser s6 win efeito secundario ¢, ainda neste caso, seria
possivel explicar o comportamento observado. Por exemplo, a aplicagao de pressao pode
favorecer a dissociagao da molécula anestésica do sitio de agio, com o qual a anestesia
seria revertidaf62]). Também, um trabalho recente[79] sugere que pressiio e anestésicos
poderiam também agir sobre sitios diferentes.

A aplicagio de pressao, sobre um sistema de fosfolipidios puros, eleva. a temperatura
da transigdo de fase gel-cristal liquido (uma pressido de 136 atm produz uma mudanca
de 3°C na temperatura de transicio de bicamadas de dipalmitoilfosfatidilcolinal80]).
Enquanto os anestésicos inaldveis fluidificam a regifo fosfolipidica da membrana, a
aplicagao 1sotérmica de pressao faz diminuir a fluidez da bicamada, sugerindo que seus
efeitos poderiam ser antagdnicos. No entanto, a pressao ndo antagoniza todos os aspec-
tos do efeito destes anestésicos sobre a bicamada. Acima da temperatura de transicio de
un sistema de fosfolipidios puros (dimiristoll ou dipalmitoil-fosfatidilcolina), os efeitos
sobre a fluidez provocados pelos anestésicos inalaveis ou pela pressao sdo despreziveis.
Abaixo da temperatura de transigdo, a pressao faz diminuir a fluidez mas sem antago-
nizar completamente o efeito fluidificador do anestésico. Os efeitos sdo completamente
antagdnicos somente & temperatura da transicao de fase. Para o sistema misto formado
pela mesma proporgao de ambos fosfolipidios, o efeito antagdnico é observado a uma
temperatura dentro da faixa compreendida entre as temperaturas criticas de cada fos-
folipidio[81]. Em sumna, os efeitos sobre fluidez séo antagonicos na regido de coexisténcia
de fases. Estes resultados sugerem que o fendmeno da anestesia possa estar relacionado
com uma modificacio das fases presentes, o qual poderia perturbar o funcionamento de
algumas proteinas, em particular aquelas responsaveis pela condugio nervosa.

Por outro lado, o fato dos efeitos da pressio e dos anestésicos sobre o estado da bi-
camada serem opostos sé parcialmente é consistente com a observagio de que, ao nivel
fisioldgico, a pressédo ndo é um antagonista perfeito da anestesia. Ao mesmo tempo
que certos efertos fisiologicos dos anestésicos sio revertidos pela aplicagdo de presso,
surgem também outras perturbagoes.

Boggs[3] reexaminou a hipétese de expansiao de lipidios como efeito primério da

anestesia. Analizando o efeito provocado por diferentes anestésicos (halotano, butanol,
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éter, etc.) sobre a fluidez lipidica, ela observou que a fluidificagio produzida ¢ insufi-
ciente para dar conta do aumento de volume. A expansio da membrana cm condicoes
de anestesia geral e de anestesia local é, respectivamente, da ordem de 0,5% e de 5%,
enquanto a fluidificagéo esta associada, em cada caso, a wima expansao de 0,01% e 0,3%,
respectivamente. Observou, também, que os efeitos da pressido sobre a fluidez nao se
correlactonamn com os efeitos da pressao sobre o estado anestesiado, dado que a pressao
necessaria para reverter a anestesia é muito maior que aquela que seria requerida para
reverter a fluidificacio observada.

Possivelmente, a expansdo da membrana nao seja relevante para o mecanismo da
anestesia, contudo, esse efeito é observado e é provavel que seja o resultado da combi-

nagao de alguns dos seguintes fenémenos que os anestésicos induzem:
¢ desordem e fluidificagio das regioes lipidicas da membrana,
e hidrata¢io da membrana,
e mudancas conformacionais nas proteinas de membrana,

¢ deslocamento de substancias ou ions associados & membrana, que a mantém em

um estado mais condensado, como, por exemplo, o Ca*t,

Esta ultima hipdtese é coerente com a observacio de que as aminas produzem uma
expansao maior que os alcools que nao deslocam o Cat™.

Mudangas na conformagéo de algumas proteinas é o fenémeno que melhor daria
conta da expansdo observada[3], dado que, durante o seu funcionamento, as proteinas
experimentarn mudangas de volume significativas. Entretanto, nio existern ainda dados
experimentais suficientes para confirmar que esta seja a causa da expansio lipidica.

Devemos também notar que wn aumento de temperatura também induz a expansao
da membrana mas semn produzir efeito anestésico. As alteragdes da membrana provo-
cadas pelos anestésicos gerais em concentragdes clinicas correspondem a mudancas de
temperatura inferiores a 1°C[82], entretanto, nos seres vivos, sao observadas mudangas
de temperatura maiores sem ter consequéncias anestesiantes. Temperatura e anesté-

sicos nao podem ser equiparados ja que estes podem afetar uma regido particular da
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membrana, enquanto o efeito da temperatura ¢ mais uniforme. Aparentemente, os
anestésicos expandem primeiro as regides hidrofébicas enguanto o aguescimento causa
desordem e expansao de todos os componentes da membrana[l]. Por outro lado, no
animal, uma mudanga de temperatura também afetarda outros processos que podem

compensar as perturbagoes diretas sobre a matriz lipidica[G3].

2.3.1 Fluidificagao e desordem da membrana

r

E bem conhecido o fato de que a adsor¢ao de anestésicos na matriz lipidica pode
produzir mudangas da fluidez da membrana e da ordem orientacional das cadeias dos
lipidios{2-4], induzir transicoes de fase em bicamadas de fosfolipidios puros(5-8] ou
mistos[51], induzir separagio lateral de fases em sistemas mistos|51], alterar a permea-
bilidade da membrana[9,10] ou micelizar a bicamada[11,12].

A associagio da molécula de droga com a bicamada pode ser tanto com as cabegas
polares dos lipidios como por penetragéo total ou parcial na regiao hidrofébica da bi-
camada. No caso de interagao com a regio polar, a cooperatividade lipidica sé seré
levemente afetada. No caso de penctragdo na bicamada, o estado da fase lipidica poders
ser modificado drasticamente: a molécula anestésica pode empacotarse bem entre as
cadeias de acidos graxos ou alterar substancialmente a organizacio lipidica ao interferir
com as interagoes entre as cadeias. A hidrofobicidade, tamanho, forma, carga e outras
propriedades da molécula assim como as caracteristicas particulares da bicamada de-
terminarao o tipo de associagéo e seus efeitos sobre a organizagao lipidica.

Por exemplo, a dibucaina induz uma redugéo significativa da temperatura da tran-
sicao principal em vesiculas de fosfolipidios carregados negativamente (fosfatidilserina
e fosfatidilglicerol). Este efeito se produz mesmo na presenca de Catt) caso em que,
provavelmente, o Ca®t & deslocado pelo anestésico no estado protonado. Em con-
traste, em vesiculas de lipidios neutros (fosfatidilcolina), em presenga da mesma con-
centracho da droga que no caso anterjor, néo foi observada uma modificacio aprecidvel
da temperatura critica, consistente com a menor afinidade da droga (a pH 7,4, em
que esta positivamente carregada) por fosfolipidios neutros. Em vesiculas com 20%

de fosfolipidios neutros (composi¢io similar a das membranas de células nervosas), a
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droga também nao tem efcitos significativos[4]. Estes resultados sugerem que, se a agio
primaria destas drogas fossc sobre os lipidios, a interacao deveria ocorrer em domi-
nios contendo exclusivamente lipidios negativos. Entretanto, foi observado que, varias
drogas anfifilicas catidnicas também diminuem a temperatura de transiciio de vesiculas
neutras de fosfatidilcolina[83] e que a CPZ reduz a temperatura da transicio principal de
vesiculas de fosfatidilcolina ou de fosfatidiletanolamina, em concentracoes compardveis
aquelas que bloqueiam a conduténcia do Nat em células nervosas[68)].

A incorporagido de drogas nao somente faz dimiruir a temperatura da transigio
gel-cristal liquido mas também alarga a faixa de temperaturas em que as duas fases
coexistem(5].

No entanto, segundo Boggs[3], win aumento detetdvel na fluidez lipidica acontece
somente a concentragoes malores que as necessarias para provocar anestesia.

Na membrana biolégica composta de vérios fosfolipidios com diferentes tempera-
turas de transi¢io, podem coexistir dominios de fosfolipidios na fase sélida dentro da
bicamada fluida. A fragiao de fosfolipidios em cada fase deve controlar muitas pro-
priedades da bicamada, em especial, o funcionamento das proteinas de membrana[80].
Sendo que os anestésicos induzem mudangas da temperatura de transicio, a proporgio
de lipidios em cada fase pode ser alterada. Portanto, é interessante levar em conta as
consequéncias que essas alteragoes das temperaturas criticas provocam sobre o estado
da bicamada ou de dominios da mesma, inclusive no caso em que nio sejam detetadas

modificagdes globais de fluidez.

2.3.2 Efeitos sobre as proteinas de membrana

Os anestésicos poderiam atuar através da ligagao direta com proteinas de membrana
especificas|62,84-86], seja produzindo ou inibindo mudangas conformacionais, seja provo-
cando perda de atividade enzimatica através de algum mecanismo como competicio com

outros hgantes.

Também, os efeitos dos anestésicos sobre as proteinas de membrana poderiam ser in-

diretos, através da modificagdo priméria das interagoes proteina-lipidio[62,68,13]. Como
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ja foi mencionado no capitulo antcrior, a atividade proteica é altamente sensivel a es-
trutura quimica c¢ a fase dos lipidios vizinhos. Portanto, pode esperar-se que qualquer
droga que sc ligue fortemente aos sitios anulares de uma proteina de membrana provoque
perturbagoes, devido as diferencas estruturais entre as moléculas dos lipidios e da droga.
Por exemplo, a inibi¢ao da atividade da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmadtico, pro-
duzida por anestésicos tais como a dibucaina ou a tetracaina, poderia originar-se no
rompimento do anel lipidico em torno a proteina[38]. Segundo Lee[13,68], é possivel que
os efeitos anestésicos destas drogas se produzam a partir do deslocamento dos lipidios
anulares dos canais de Na*, na membrana das células nervosas[13]. Provavelmente, o
canal de Nat estd rodeado por um anel de lipidios na fase de gel, de tal forma que
esse microambiente rigido asseguraria a manuten¢ao de uma conformacio apropriada
do canal[G8]. A adicao de anestésicos pode alterar a organizagio desses lipidios com

consequencias sobre o funcionamento da proteina.

As conseqiiéncias dos anestésicos locais sobre a atividade de proteinas, como a Catt-
ATPase, poderiam surgir, igualmente, a partir de efeitos puramente de carga. A ad-
sor¢ao na membrana de moléculas carregadas positivamente dard lugar a um potencial
superficial mais positivo, reduzindo a concentragio de Ca*t na vizinhanza do sitio de
ligagao na proteina, produzindo-se, assim, um decréscimo da afinidade aparente da

Ca**-ATPase pelo {on[55].

Também foi dito no capitulo anterior que, assim como as proteinas sio sensiveis ao
ambiente lipidico, reciprocamente, mudangas conformacionais podem induzir desordem
e imohilizacao dos lipidios.

Encontrou-se que as mudangas conformacionais das proteinas do reticulo sarcoplas-
matico causadas pela procaina induzem desordem em regides locais da bicamada lipidica.
Porém, em vesiculas de fosfolipidios extraidos, ndo foram observadas mudancas da or-
dem dos lipidios[23]. Parece, portanto, que estas drogas agem primariamente sobre as
proteinas do reticulo e depois perturbam debilmente a ordem da fase lipidica, através
das interagbes proteina-lipidio. Em membranas de eritrécitos, a CPZ, emn baixas concen-

tragoes, atua preferencialmente sobre as proteinas de membrana mais do que sobre os



lipidios. Neste caso, a fluidez da membrana aumenta. A concentragoes maiores, a flui-
dez da membrana diminui. Este dltiio comportamento néo é observado em membranas
sem proteinas. A fluidez da membrana pode ser alterada por mudangas na conformagio
proteica, através das interacoes proteina-lipidio. Portanto, é provével que, na incor-
poragao inicial, a CPZ se localize, preferencialmente, na interface entre os lipidios e
as proteinas de membrana, induzindo mudangas na conformagéo proteica, responsdveis
pela fluidificacio observada. Depois, a droga entraria mais facilmente na regido lipidica,

compactando-se com os lipidios e restringindo a mobilidade lipidica[22)].

2.3.3 Acao sobre os processos na membrana que envolvemn Cat+

O Catt desempenha, na membrana, diversos papéis: é estabilizador elétrico da
membrana, o influxo de Ca** contribui ao potencial de agao, o Cat* serve para acoplar
os eventos elétricos da membrana com a resposta fisiolégica, o Catt intracelular pode
regular a permeabilidade da membrana tanto a ions quanto a solutos neutros. Portanto,
o calcio estd envolvido na maloria dos processos modificados pelos anestésicos. Con-
siderando este fato, pode-se pensar em uma explicacho da acgiio anestésica baseada na
habilidade dos anestésicos em perturbar a ligaciio ou o metabolismo do célcio.

O Ca?* ligado & membrana estd associado principalmente a proteinas. Os anesté-
sicos catidnicos (aminas) competem e deslocam o Ca't ligado aos sitios negativos da
membrana (cada fon divalente compete com duas aminas). Este comportamento dos
anestésicos se refere tanto ao Ca'™* associado aos componentes lipidicos quanto ao asso-
ciado &s proteinas{87] e é observado para concentragdes de anestésicos em que muitos
processos bioldgicos sao perturbados pela presenca dessas drogas.

O Ca*t é requerido para os acoplamentos estimulo-secrecio neural e excitacio-
contracao muscular, portanto, o deslocamento do Ca** provocado pelos anestésicos
cationicos poderia explicar, quando menos parcialmente, o efeito inibitério destas dro-
gas. Os anestésicos neutros (4lcoois) tém efeitos sensibilizantes, o que pode provir
do fato de que estas drogas facilitam a ligagio de Cat* & membrana. Os anestésicos
aniénicos (barbituratos, dcidos graxos) também favorecem a ligacio de Cat™.

A presenga de Ca®™ também faz aumentar o potencial superficial, decaindo, entéo, a
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concentragio de anestésicos carregados positivamente perto da superficie da membrana.
Por outro lado, os cétions divalentes, especialmente o Ca*™*, se ligam fortemente aos
grupos carregados negativamente na membrana, enrijecendo a membrana e mnibindo,
consequentemente, a incorporagao de anestésicos{2].

Os anestésicos também tém efeitos sobre os fluxos de Ca** através da membrana.
O fluxo liquido de um jon é resultante do transporte ativo, do fuxo através de canais
e do fluxo através de regides da membrana permedveis ao jon. Geralmente, os anesté-
sicos negativos aumentam a permeabilidade da membrana a cdtions, em particular ao
Ca**{1], no entanto os anestésicos com carga positiva inibem o fluxo de Ca™*, possivel-
mente, como conseqiéncia do deslocamento do Catt adsorvido.

A acumulagao liquida de célcio no reticulo sarcoplasmatico ¢ resultante do influxo
ativo e do efluxo passivo de Ca**. A tetracaina, em concentracies menores que 1 mM,
provoca uma pequena dimininui¢io do efluxo do Ca*™* acumulado. Em concentracées
malores, mas que nio inibem a atividade da Ca**- ATPase, a presenca do anestésico au-
menta o efluxo, evitando, praticamente, a acumulagio de Ca**[9]. Em um trabalho mais
recente[10], mostra-se que, em concentracbes que nio provocam inibicao da atividade da
Cat**-ATPase, a tetracaina e a dibucaina aumentam a permeabilidade das vesiculas de
reticulo sarcoplasmatico ao Cat* e ao Mgt*. Neste caso, o aumento da permeabilidade
a cations divalentes induzido pelos anestésicos locais nio esta relacionado com o rompi-
mento da estrutura da membrana nem com mudangas de fluidez, sendo aparentemente
especifico e relacionado com dois tipos de canais com propriedades cinéticas diferentes.

Alguns anestésicos locais (tetracaina, dibucaina, procaina e xilocaina) inibem o
transporte de célcio, devido, parcialmente, & inibigio da formagao do complexo fosfopro-
teico a partir da ATP, como resultado da redugéo da afinidade aparente das membranas
do reticulo sarcoplasmatico pelo o cdlcio[88]. Foi também proposto que a inibigio que 0s
anestésicos locais provocam sobre a liberagio espontinea de Catt ¢ devida 4 interagao
direta dessas drogas com um canal de Ca** que seria blogqueado pela droga[85].

N&o ¢ ainda claro em que medida os fluxos passivos ou ativos facilitados por protefnas
e o aumento da permeabilidade da matriz lipidica contribuem para modificar o fluxo

liquido.
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2.3.4 [Efeitos sobre as secregbes neurais

Praticamente todos os ancstésicos induzem aumento da secrecho neural. Efeitos
como a fluidificagdo da membrana ou a separagio de fases de fosfolipidios[51] podem
facilitar a fusdo das membranas das vesiculas de neurotransmissores com a membrana
celular, aumentando, conseqiientemente, a liberaciio de neurotransmissores.

Os anestésicos locais inibem a atividade da Cat*t-Mgt*-ATPase de sinaptosomas de
cérebro de rato, existindo uma boa correlagéio entre as concentraces de anestésicos que
produzem 20% de inibigho e as suas respectivas doses farmacoldgicas. Como resultado
da inibigao da ATPase, os anestésicos locais podem produzir aumento do nivel de Cat+

no citosol neural, com consequentes efeitos sobre a neurotransmissao[89].

2.4 Estado atual

O mecanismo fisico-quimico segundo o qual os anestésicos interagem com as mem-
branas e bloqueiam a condugao nervosa continua sendo desconhecido. Também nao foi
identificada ainda a regifo macroscdpica do cérebro em que atuam os anestésicos gerais,
nem o sitio preciso da atividade anestésica ao nivel subcetular[90].

Em geral, pensa-se que os alvos iltimos dos anestésicos sdo as proteinas, em espe-
cial, os canais i6nicos das células nervosas. No entanto, as proteinas envolvidas nio
tém sido caraterizadas nem existe consenso sobre o modo em que seriam afetadas. As
hipéteses existentes sobre o fenémeno da anestesia podem ser enquadradas dentro de
duas categorias, em uma, as que propoem a interaciao direta dos anestésicos com as
proteinas de membrana, sendo perturbadas as propriedades estruturais e/ou dindmicas
das proteinas, em outra, as que propdem como sitio de agio primario certas regides
lipidicas da membrana. A maioria destas dltimas se referem aos lipidios que rodeiam
as proteinas.

Em relagdo a primeira classe de hipéteses, muitas vezes é dificil discernir se os efei-
tos sdo provocados por agdo direta sobre a proteina ou a partir da interferéncia com
as nteracoes proteina-lipidio. Mesmo se a agdo anestésica ndo fosse mediada pelos

lipidios, ¢ um fato que os anestésicos interagem com a membrana lipidica e mudam as
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suas propriedades fisicas. Assim, as hipdteses da segunda categoria basciam-se na boa
correlagao entre a poténcia anestésica e os efcitos fisico-quimicos observados em fases
lipidicas, porém, nio explicam em forma completa como esses efeitos induzidos pelos
anestésicos afetarn as proteinas.

Tém sido também estudadas modificagbes do potencial superficial devidas a forma
carregada de alguns anestésicos[68,83,91] e foi aberta uma ampla discusio sobre qual é
a forma (carregada ou neutra) biologicamente ativa e sobre onde estéo localizados os
sitios de acéo de cada uma destas duas formas, questdes que continuam em aberto[2].

Os efeitos provocados pelos anestésicos sdo variados e complexos. Por outro lado, os
canais 16nicos que, presumivelmente, possam estar envolvidos na inducao de anestesia
constituem um sistema de grande complexidade devido a interdependéncia do funciona-
mento dos diversos canais, ressaltando que muitos desses canais nio foram ainda bem
caraterizados. Portanto, as tentativas de correlacionar os efeitos observados, para con-
centragbes clinicamente relevantes, com a atividade anestésica tém sido infrutiferas ou

pelo menos insuficentes para descrever o fendmeno da anestesia.
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Capitulo 3

Estudo da micelizacao: determinacao da
concentracao micelar critica de substancias

anfifilicas

Os anestésicos séo substancias anfifilicas que, como tais, podem organizar-se em
micelas. As caracteristicas fisico-quimicas da droga e do meio determinarao as possivels
formas de agregagao e fases presentes no sistema. Estas diferentes formas de agregacao
podem influir sobre a reatividade da droga e, consequentemente, sobre sua eficdcia
terapéutica(32,33]. Portanto, como primeiro passo para o estudo da agéo anestésica, é

relevante conhecer o estado de agregacdo destas drogas em solugao aquosa.



Nesta parte do traballio, serd estudado o comportamento do anestésico cloroproma-

zina (CPZ) cuja estrutura molecular é esquematizada na fig. 3.1.

|
(C'HQ }a
I]J—-H‘* Cl-
{CHza}2

Figura 3.1: Esquema da estrutura molecular do anestésico cloropromazina.

No capitulo 1, foi j& descrito o processo de micelizagdo das substancias anfifilicas.
Suscintamente, a agregagio de mondmeros destas substéncias é um processo originado a
partir das preferéncias termodinamicas opostas de cada extremo da molécula, de modo
que, a baixas concentragoes, a substdncia anfifilica encontra-se dissolvida na solugio,
entretanto, para concentragoes totais acima de um valor critico (concentracao micelar
critica), os mondmeros em excesso se associam formando micelas[43].

A CPZ € uma substancia anfifilica e, portanto, forma fases micelares[34,92).

Por outro lado, a CPZ é um derivado da fenotiazina e, como muitos anestésicos
locais, possue uma fungdo amina tercidria que pode ser protonada ou nio, segundo a

seguinte reacao quimica:
K,
AHY = A4+ H+,

onde K; € a constante de dissocia¢ao 4cido-base[93] (ou constante de ionizacio), que
depende da substdncia e do meio, H* representa um préton e, A e AH* representam,

respectivamente, as formas neutra e carregada da droga.
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As concentragoes das formas neutra e carregada da droga ([A] e [AH*], respectiva-

mentc) estardo, no equilibrio, em uma proporc¢éo dada por{94,95]:

AllH* :
AHT (3.1)

K; =
onde [H*] é a concentragiio de prétons, expressa em moles/1, sendo o pH do meio definido
como pH= —log [H*].

Portanto, as moléculas da droga podem associar-se em micelas dependendo do
balango entre as forgas atrativas, que se estabelecem entre os segmentos hidrofébicos
das moléculas, e as forgas eletrostdticas repulsivas, entre as cabecas polares. Assim, a
agregacao da droga em micelas dependera fortemente de condigbes tais como tempera-
tura, pH e forca 16nica, podendo produzir-se transi¢bes dependentes desses pardmetros
e da concentragiao da droga. No entanto, existe pouca informacio sobre os pardmetros
caracteristicos destas transi¢des e os valores publicados da cmc da droga, determinados

por diversas técnicas € para condigoes experimentais particulares, diferem muito entre

si[22,34,35).

3.1 Modelo para a micelizagao

A miceliza¢do é um processo de equilibrio multiplo que pode ser descrito mediante

um conjunto de reagdes do tipo[96]:
nX, = X,,

onde X, e X, representam, respectivamente, o anfifilico X na forma monomérica e o
agregado formado pela associacio de n mondmeros de X, sendo n variavel. Os poten-

clals quimicos de cada espécie sao, respectivamente:

1 = pi+ksTIn(y,)
pn = pn+keTIn(3)
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onde kp ¢ a constante de Boltzmann, T a temperatura em graus Kelvin e, para cada
s o ~ 3 . -~ \ ~

espécie, p° corresponde ao potencial quimico padrio e x,/n & fragio molar, tal que a

fragao molar total da substancia (na forma monomérica ou agregada) é x = T xn.

n>1
No equlibrio, g, = n y,, portanto, temos:

© °
Hp—n

Xn:nX?e ko T

Supondo que, no processo de micelizagao, predomine uma contribuicio atrativa para
n 2 no, entao, py — n pf deve decrescer com o nimero de agregacio n, para n > ne.

Em primeira aproximagéo, supondo que a relago é linear, temos:

pn =1 pul+ kgT (n—n,) 6, n>2, (3.2)

com n, e § constantes, sendo § < 0. Neste caso:

Xo =nxjpe el n > (3.3)

Considerando esta expressao, a fracdo molar total é:

X = Txa=xi+ Lnxje ek
n>1 n>2
-§
_ e e
= x1+{2-xe 6)(“1“‘3%(1“613)26 ’. (3.4)

Definindo ¢ = xe™® € ¢, = y,€7%, a equacdo 3.4 pode ser reescrita como:

b= g1+ (2= g1)(7Lig- el De, (3.5)
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A dependéncia de ¢; com ¢ ¢ representada na figura 3.2. Observa-se que, para
¢ < 1, ¢, = ¢, entretanto, para ¢ > 1, ¢; — 1. Ou seja, quando o anfifilico é
muito dilvido, encontra-se completamente dissolvido na solugio aquosa, entretanto, ao
aumentar a concentragao total, uma fracao permanece dissolvida enquanto o excedente
forma micelas. Portanto, este modelo permite simular o comportamento observado ex-

perimentalmente, como veremos na secao de resultados.

1.0

0.8 -

G.6 |-
¢

C.4

0.2

0.0 1 L | | |

¢

Figura 3.2: Dependéncia da fragio molar de monémeros com a fracio molar total. Para
6(no — 1)=-4 (1), -2 (2) e 0 (n, = 1) (3). A curva pontilhada corresponde 4 aproximagio de
pseudo-fases.

O valor limite x, = €® (¢, = 1), correspondente & concentracio maxima de mond-
meros dissolvidos, pode ser identificado com a concentragio micelar critica (cme). Com
efeito, no equilibrio, a energia livre de transferéncia de um mondmero, da solugio para

a micela com niunero de agregagao n, é:

AGY = B2 — iy = ksT (In(xa) - § In(3p)) = kaT 2572 6.

Embora a solugéo micelar constitua uma tnica fase, o sistema pode ser modelado em
forma aproximada como um sistema de duas fases: a fase monomérica e a fase de mice-

las, com n — oo. Nesta aproximagio, denominada de pseudo-fases[32,97), temos:
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AGY" = kT In(x}) = kgT 8,

sendo x} = e’ a concentracio de mondmeros dissolvidos (expressa como fragio molar)
em equilibrio com a populagio no mecio micelar. Portanto, a concentracio total y = X7
pode ser 1dentificada com a cme: se x < x3, 86 podem exitir monémeros em solugao,
entretanto, se x > xj, existe separagio de fases e a concentragio de monémeros per-
manece 1gual a xj (fig. 3.2). Porém, esta definicio da cmc é pouco rigorosa, dado que
o tamanho dos agregados é finito. No entanto, como nenhum pardmetro fisico muda
abruptamente na cmc, esta nao pode ser definida de modo unico e qualquer definigio serd
arbitrdria{96]. Alguns autores|[96,98] definem a cme como a concentragio para a qual a
fragdo de monémeros em micelas atinge um dado valor na faixa 0,02-0,05. O valor da
cme assim definido é inferior a €. Por exemplo, no caso da fig. 3.2, para é(n, — 1) = —4,
a concentragao de monémeros em equilibrio com uma populacao micelizada correspon-

dente ao 5% do total é x; ~ 0,5 €.

Por outro lado, definindo ¢,, = x,e™%, entfio, a partir da relacio 3.3, temos:

$n = n ¢} elre~ (3.6)

onde ¢, se relaciona com ¢ através da equacio 3.5. Para alguns valores de ¢ e (no—1)é,

¢ apresentada na figura 3.3 a dependéncia da fracio de moléculas da substancia X

X
Para um valor fixo de (n, — 1)é, mostra-se na figura 3.4 como varia a distribuicéo

associadas em micelas de tamanho n (X2 = %) com o numero de agregacao n.

de tamanhos ao variar ¢, parfnetro relacionado com a concentracao total do anfifilico
(¢ = xe=® ). Quando ¢ cresce, o0 maximo da distribuigdo se desloca para valores de
n maiores e o alargamento da curva aumenta. Sendo § uma constante caracteristica
do anfifilico, um aumento em ¢ corresponde a um aumento da fra¢io molar total,
portanto, segundo este modelo, ao aumentar a concentragao do anfifilico é favorecida a
formagio de micelas com maior nlimero de agregacio, consistentemente com o observado

empiricamente para diversos anfifilicos|34,99].
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Figura 3.3: Distribuigio de tamanhos correspondente a uS = n u + kgT (7 — n,) §. Para
(ne—1)b=-2e¢p=4.
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Figura 3.4: Distribuigio de tamanhos correspondente a ud = n uS + kgT (n - n,) 6. Para
(ro—1)6 = =2 ¢ = 0,1 (1),1(2),4 (3), 10 (4), 100 (5).
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Este modelo considers que o micelizagao é regulada, basicamente, pelo efcito hidro-
fobico que contribui negativamente na energia livre para transferir um monémero da
solugho para a micela. No entanto, existe também uma contribuigao positiva, devida a
repulséo entre as cabegas polares, que desfavorece a micelizagao para valores grandes
do niimero de agregacio. Para obter um modelo mais realista, que leve em conta este

fato, a expressio 3.2 foi modificada mediante um fator de corregéo, de modo que:

Hy =np] + kT (n— ng)(1 - 5) 6, (3.7)

com 7., N, € 6 constantes, sendo § < 0. Um aumento de n’ corresponde a uma
diminw¢ao da componente repulsiva da energia livre, de tal modo que no limite n’, — oo,
é recuperado o modelo anterior. Segundo a expressao 3.7, a fragio molar de mondémeros
—(n—no)(1-77) 6

associados em micelas de tamanhon > 2é x, = n T e , onde a variavel

X1, como fungao de x e dos pardmetros 6, n, € n,, é encontrada numericamente, a partir
da condigdo x = }_ x,. Na figura 3.5, é apresentada a distribuigao de tamanhos, num
n>1

caso em que & fragio de mondmeros é a mesma que a da figura 3.3, para comparacio.

0.20
0.15 i
Xn
X 0.10 1
0.05 |5
0.00 1 | I J
¢} 10 20 30 40 50

Figura 3.5: Distribui¢io de tamanhos correspondente a p8 = n u + kg7 (n — no)(1 — ;:"17) é.

Para n, = 4, nl = 350, 6 = —12,3 ¢ y = 40 €.
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Observa-sc que, neste caso, a distribuigao apresenta um comportamento bimodal.
A média da distribuicao ¢ melhor definida que com o modelo anterior e nao depende
fortemente da concentragao total, por exemplo, para o caso da figura 3.5, ao variar a
fragao de mondémeros no intervalo (0,005;0,95), o numero de agregagao que maximiza a

distribui¢ao sé varia um 10% (figura 3.6).

0.08

[T

An 0,06 |-
0.04 |-

0.02 P,

0.00 SIS i B 155 !
20 30 40 50

Figura 3.6: Dependéncia do maximo da distribuigio com a fragao de mondmeros. Para n, = 4,
nl, = 350, 6 = —12,3 e x tal que le = 0,95 (1), 0,80 (2), 0,50 (3), 0,20 (4) e 0,005 (5).

Para xy = 40 €, observamos, também, como varia a distribuiciio de tamanhos com os
parametros 1), e 6, tendo sido ajustado o pardmetro n, para que x;/x ~ 0,2 (fig. 3.7).
Com os outros parametros fixos, quando n, aumenta, aumenta X3 /x, do mesmo modo
que no caso anterior. Ao aumentar n,, com —§é fixo (curvas 2, 4 e b da fig. 3.7), 0 méximo
do pico se desloca para valores maiores de n, a largura aumenta e aumenta a fragao
micelizada para um dado valor de x, consistentemente com a diminuigdo da repulsdo
entre monémeros. Entretanto, ao aumentar o pardmetro —~§ (contribuigéo hidrofébica),
com n} constante (curvas 1, 2 e 3 da mesma figura), alargura decresce ao mesmo tempo
que diminui a concentragao total necesséria para que uma certa fragao seja micelizada

(neste caso, 80%) e, em particular, diminui a cmc.



0.20 7
—— 1
0.15 H - 2
----- 3
.4
-5
Xn
X 0.10
0.05 |- k
0.00 | o
0 40 50

Figura 3.7: Distribuigdo de tamanhos correspondente a pf = n pu$ + kg7 (n ~ ng)(1 — nﬂ,) d.

]
Para x = 40 €® e para n,, n, e 8, respectivamente, 1,823, 250 ¢ -20 (1), 3,207, 250 e -12,3 (2),
4,382, 250 e -10 (3), 4,035, 350 e -12,3 (4), 4,443, 400 e -12,3 (5). Os pardmetros n, e &§ foram
escolhidos arbitrariamente enquanto n, é tal que x;/x ~ 0,2.

Outros modelos propostos para descrever a mecanica da formacao de micelas, levando
em conta diferentes fatores, segundo o aspecto a ser enfatizado[96,100-102], produzem
distribui¢des com comportamentos semelhantes aos das apresentadas na figura 3.7. Por-
tanto, este modelo para a agregacio de anfifilicos, ainda sendo simples, permite estudar,
em primeira aproximacao, o fenomeno da micelizagao.

A forma e o tamanho das micelas sao resultantes da combinagio de fatores ter-
modinamicos € geométricos[43]. As limitagbes geométricas j& foram discutidas no Ca-
pitulo 1. Um fater geométrico relevante é a relagio drea/volume da micela (A/V)
proporcional a area por mondmero sobre a superficie da micela[98,44]. Para diferen-
tes formas geométricas (esferas, cilindros e discos), foi calculada a relagéo area/volume
(A/V) e o nlimero de agregacéo (n), dado um valor arbitrdario da densidade do anfifilico

na micela. No grafico da figura 3.8, sdo apresentados os pares de valores (A/V)/(A/V),
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e n, sendo (A/V), a relagio drea/volume para a esfera de raio mdximo (maximo com-
primento da porgaoc hidrofébica do anfifilico). Observa-se que para valores de n acima
do valor maximo compativel coin a forma. esférica, as micelas crescem formando estru-
turas cilindricas ou discdides. Para valores de n um pouco maiores que o valor maximo
compativel com a forma esférica, a relagio A/V é menor para os cilindros que para os
discos, invertendo-se a desigualdade a partir de n ~ 100. Observa-se, também, que,
para um dado valor de n, diferentes estruturas tém o mesmo valor de A/V.

A energia livre de transferéncia contém, basicamente, dois termos, associados as
forgas hidrofébicas atrativas e as eletrostaticas repulsivas. As forgas hidrofdbicas agem
no sentido de diminuir a drea por mondémero da micela, de forma que a sua contribuigao
para o crescimento micelar aumenta se a area por monoémero diminul ao aumentar o
mimero de agregacéio. Entretanto, as forcas repulsivas tendem a aumentar a drea por
carga, sendo mailor a sua contribuigdo quanto menor a area por mondmero carregado.
Quando as forgas repulsivas sdo relevantes, o crescimento na forma cilindrica é mais
favordavel que na forma discéide. A distribuicdo de formas e tamanhos serd tal que a
relagdo drea/volume seja em torno do valor dtimo, determinado pelo balango entre as
forgas atrativas e repulsivas entre os mondmeros, sendo possivel a coexisténcia de dife-
rentes estruturas, quando igualmente favoraveis.

Como pode ser observado, a partir dos modelos apresentados na segao 3.1, o niimero
de agregaciao médio aumenta com a concentragao total do anfifilico, assim, é possivel,
tambeém, a ocorréncia de transicoes entre diferentes formas, quando o crescimento é fa-
alitado por uma mudanca de geometria ou quando uma forma se torna instével[33,34].
No caso da CPZ, por exemplo, se produz uma transicao de esferas para cilindros, ao au-
mentar o numero de agrega¢do, quando a concentracao de sais é elevadaf34,103]. Além
do mais, para altas concentrag¢des do anfifilico, e, conseqiientemente, das micelas (cujo
tamanho, por outro lado, aumenta com a concentra¢éo), as interagdes entre agregados
deixam de ser desprezivels, podendo surgir novas formas de agregacio[33,34,92} como
resultado dessas interagoes. Outrossim, como a energia livre depende das carateristicas
do anfifilico e do meio, podem produzir-se transigbes ao ser alterada alguma das varidveis

que caraterizam o sistema, tals como temperatura, pH, forca 16nica, composi¢iao 16nica,
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além da concentragiao do anfifilico.

Pode mostrar-se que existe uma correspondeéncia entre a dependéncia de AGY com n
resultante das expressoes 3.2 € 3.7 e aquela que seria obtida se fosse escolhida a geome-
tria cilindrica numa formulagio mais geral{43). Portanto, uma limitagio dos modelos
para a micelizagao propostos neste trabalho é que nao permitem estudar transigoes entre
diferentes formas. O tratamento mais geral consiste em considerar uma expressio para
AG} em termos de parimetros tais como a érea por monémero e a area por carga{96],
calcular a distribui¢ao x, supondo diferentes geometrias, fixando os parametros inde-

pendentes da forma geométrica, e determinar a geometria mais favoravel para cada valor

de n.
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Figura 3.8: (A/V)/(A/V). vs. n, sendo (A/V), a relagio 4rea/volume para a esfera de rajo
méximo (7). Os pontos correspondem a esferas de raio r (»), cilindros de rajo 7, e altura h com
capas semiesféricas (o) e discos de raio R e altura 27,, com bordas arredondadas (o). Para cada
uma destas geometrias, os nimeros sobre a figura indicam, respectivamente, as relagdes /7,
hir, e R/ro. A densidade do anfifilico foi escolhida arbitrariamente de modo tal que a micela
esférica de rajlo mdximo contém 40 mondémeros.
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3.2 Técnica para determinar a concentracao micelar critica

Os radicais nitréxido possuem um elétron desemparclhado e, portanto, podem ser
detetados pela técnica de Ressondncia Paramagnética Eletrénica (RPE). Os espectros de
RPE destes radicais séio sensiveils tanto aos movimentos moleculares quanto & natureza
do melo no qual estio dissolvidos. Os pardmetros das interagoes magnéticas do radical
dependem da distribuigio eletrénica na molécula e, consegilentemente, sio influenciados
pelas perturbagbes do melo circundante[18, cap.2).

Neste trabalho foi utilizada uma sonda paramagnética derivada do &cido estedrico
(marcado com um grupo doxil no carbono 16). Na figura 3.9, é apresentado um esquema

da estrutura molecular da sonda.

O
HaCH; G (CHp),CZ

“~O0H
C< N—oO

Figura 3.9: Estrutura molecular da sonda paramagnética utilizada: 16-SASL.

O dcido estedrico possui baixa solubilidade em meio aquoso, portanto, em presenca
de um meio hidrofébico, esta substincia se particiona entre a fase aquosa e a fase
apolar. A interpretagiio dos espectros obtidos utilizando amostras da sonda se baseia
nas diferentes caracteristicas que apresenta o espectro segundo a molécula esteja na
solugiio aquosa ou num meio hidrofébico[18, cap.2).

Para amostras contendo uma baixa concentragio da sonda e em auséncia de meio
hidrofébico, é obtido um espectro caracteristico da sonda dissolvida em solucéo aquosa

(fig. 3.10.a), apresentando trés linhas estreitas bem resolvidas[18, cap.2].
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a x 0.24

Am

Figura 3.10: Espectros de RPE de amostras de 16-SASL, em tampio fosfato isotémico
310 mOsm, a 20°C: 2) em concentragao 30uM, a pH 7.4, b) resultante da substracio do es-
pectro ‘a’ do espectro ‘c’ e ¢) em concentragao 300uM, a pH 5.9.

Sende o dcido estedrico uma substancia anfifilica e possuindo dois estados de carga
(neutra ou carregada negativamente), tem um comportamento analogo ao da CPZ. As
interagdes intermoleculares dependem das condicdes de temperatura, pH, forca i6nica e
composi¢ao 16nica, €, para concentracdes acima de um valor critico (cme da sonda), as
moléculas se associam formando micelas. Nas micelas, a concentracio local da sonda
é muito maior que a concentracio volumétrica, assim, as interacoes spin-spin sio rele-
vantes e as linhas do espectro sofrem um alargamento tal que uma tnica linha larga
é observada[l8, caps.7,11]. Um espectro tipico da sonda micelizada é apresentado na

fig. 3.10.b.
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Quando as moléculas associadas em micelas ¢ na forma de monémeros coexistern,
é obtido um espectro composto, como o da figura 3.10.¢, que consiste na superposicio
dos espectros caracteristicos de cada uma das duas populagées.

Como o espectro obtido pela téenica de RPE é a derivada do espectro de absor¢ao,
a dupla integral do espectro ¢ proporcional & quantidade total de sonda presente[18,
cap.11]. No caso da figura 3.10, foi subtraido do espectro (c) o espectro (a) multiplicado
por um fator 0,24, obtendo-se o espectro (b) em que a componente menos imobilizada foi
elimmada. J4 que o espectro (c) corresponde a uma amostra 10 vezes mais concentrada
que a do espectro (a), a dupla integral do espectro susbstraido corresponde a ~ 2,4%
da do espectro (c) ou seja que, na amostra correspondente ao espectro ( ¢), s6 2,4%
da quantidade total de sonda estd na forma monomérica. Assim, a partir da andlise
espectral, ¢ possivel conhecer a distribuigio da sonda entre os dois meios e determinar
a concentragao micelar critica da sonda.

Um método alternativo para analisar os espectros se baseia no fato das amplitudes
de um espectro puro, correspondente 4 sonda num determinado meio, serem propor-
clonais a quantidade total de sonda no meio[18, cap.11]. Assim, utilizando amostras
de sonda dissolvida em solu¢do aquosa, podem ser calibradas as amplitudes das linhas
do espectro, em particular, a amplitude pico a pico da linha do espectro COIrespon-
dente a I = 1 (A,(1)) (fig. 3.10.a). No espectro composto (fig. 3.10.c), a amplitude
A, (1) ndo tem, praticamente, contribui¢io da componente mais imobilizada do espectro.
Conseqlientemente, a quantidade de sonda na forma monomérica pode ser calculada a
partir da medida da amplitude A,(1) do espectro composto.

No caso da figura 3.10, a diferenca entre os valores obtidos pelos dois métodos é infe-
rior ao 5%. No entanto, na determinacéo pelo primeiro método o erro é maior, devido a
que o calculo da dupla integral é muito sensivel A corregéo de linha de base, dificultada
no caso de espectros muito largos.

Em presen¢a de CPZ, em concentragdes muito menores do que a cme da droga, a
sonda se comporta de modo similar ao caso em que a CPZ esté ausente, sendo obtidos
espectros como o da figura 3.10.c. Entretanto, em presenca de um ambiente mice-

lar, a sonda se incorpora nas micelas, devido ao seu elevado coeficiente de particao
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micela/dgun. Assim, para altas concentragoes de CPZ, predomina uma nova compo-
ncnte espectral caracterizada por trés linhas alargadas (fig. 3.11), tipica dos agregados
micelares[104]. Observa-sc que o alargamento das linhas é muito menor que no caso das
micelas de sonda, indicando que a razio molar sonda:droga ¢ baixa. Nota-se também
que esta componente correspondc a presenga da sonda em um meio apolar {ay =~ 14,8G)
¢ no qual a sonda esta mais imobilizada que na solugio aquosa (7. ~ 2.2 x 1072 s, calcu-
lado segundo a expressio na referéncia [104].), portanto pode ser atribuida & presenca
da sonda nas micelas da droga. Por outro lado, observa-se que a forma desta compo-
nente espectral depende do pH, de tal modo que a mobilidade diminui & medida que
o pH aumental92]. Este efeito é devido ao fato de que, ao aumentar o pH, diminui a

repulsdo eletrostética e, conseqlentemente, o meio micelar torna-se mais compacto.

106G

Figura 3.11: Espectro de RPE da sonda 16-SASL incorporada em micelas de CPZ, em tampéo
fosfato 10 mM, NaCl 0,11 M, pH 5,6, a 20°C. A concentragao de CPZ ¢ 8 mM e a relagio molar
sonda:droga é 1:50
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Portanto, em presenga de CPZ, podem distinguir-se trés populagoes da sonda: mo-
nomeros, mol¢culas da sonda associadas em micelas e moléculas da sonda incluidas nas
micelas de CPZ. Neste caso, tambén, a partir da analisc espectral, pode ser calculada a.
distribuigao da sonda em cada meio e, conseqientemente, determinada a concentragao

micelar critica da droga, como sera mostrado na secio 3.4.2.

3.3 Preparacao de amostras

As amostras marcadas foram preparadas agregando CPZ (20 mM em NaH,POy, a
componente acida do tampéo fosfato utilizado, para melhor dissolugao) a uma solugéo
de sonda paramagnética em etanol previamente evaporado. Para cada série de medidas,
a relacdo molar entre a sonda e a droga foi mantida constante {menor que 1:50).

As experiéncias foram realizadas a 20 °C. A temperatura da amostra foi contro-
lada mediante um regulador de fluxo de Ny da Varian e medida com um termopar de
cromel/constantan colocado em contato com o tubo da amostra. O pH foi controlado
variando-se a relagdo entre os dois componentes do tampao (NaH,PO,/Na,HPOQ,). O _
pH da solugao final fo1 medido com um pH-metro Celm com eletrodo Fisher. Para os
estudos sobre a cme da sonda, foram preparadas solucdes isotonicas 310 mOsm a par-
tir de diferentes quantidades de NaH,P(Q, 155 mM e Na;HPO4 103 mM. Entretanto,
para os estudos sobre a cmc da CPZ, as solugoes tampao foram preparadas a partir
de solugoes de NaH,PO, 120 mM e Na,HPO, 40 mM. Nos casos que serao indicados,
foram incorporadas quantidades apropriadas de NaCl 240 mM em NaH,PO,.

Os espectros foram obtidos, a partir de amostras preparadas em tubos de hematdcrito
de 50 pl, operando um espectrometro Varian E-9 na banda X de frequéncias, com uma
poténcia de microonda de 40 mW e modulagdo de 100 KHz (1G). Normalmente, a
varredura do campo magnético fol de 100 G em 8 min., sendo a constante de tempo

0,3 seg.
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3.4 Medidas e Resultados

3.4.1 Determinagao da cinc da sonda

A partir da analise espectral foram obtidos os valores da. cmc da sonda para diferen-
tes valores do pH.

Na figura 3.12, sdo apresentados espectros tipicos obtidos por RPE utilizando amostras
da sonda em tampao fosfato, a diferentes pH. Observa-se que, & medida que o pH
diminui, aumenta a componente do espectro que corresponde & sonda em micelas.

Por outro lado, nota-se que, para amostras com pH < 5,5, a largura da componente

mais imobilizada (fig. 3.10.b) aumenta sensivelmente.

pH 7.4

pH 6.4

pH 5.9

Figura 3.12: Espectros de RPE de amostras de 16-SASL (300uM), em tampao fosfato isoténico
310 mOsm, a 20°C. Os valores do pH sio indicados na figura.
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Para cada valor do pH, foram preparadas amostras contendo diferentes concentragdes
da sonda, na faixa 5¢M-1mM. A partir dos espectros obtidos, foram medidas as inten-
sidades A,(1) e A, (fig. 3.10).

Na figura 3.13 é apresentado um grafico dessas intensidades vs. a concentragio to-
tal da sonda, para pH 6,9. Analogamente ao comportamento descrito na figura 3.2,
observa-se que, inicialmente, & medida que a concentragio total da sonda aumenta, a
concentragao de moléculas dissolvidas (proporcional a 4,(1)) aumenta linearmente. En-
tretanto, a partir de um valor critico da concentracio total, a concentracao de moléculas
dissolvidas permanece praticamente constante, enquanto, a concentragio de moléculas
micelizadas (proporcional a A, ) aumenta linearmente.

Assim, mediante um procedimento grifico, pode ser determinado um valor critico da
concentragao (cmc): igual & abeissa da intersegio das retas obtidas por regressio linear
dos graficos A,(1) vs. concentracio total da sonda, para baixas e altas concentragdes da

sonda[97,105]. Na figura 3.13 ¢ apresentado um exemplo deste procedimento.

o A,
5 | CMC o A, x10 -
0 m/?{ 1 ! 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[}y (mM)

Figura 3.13: Determinagio da cme da sonda. Intensidades A,(1) e A,, vs. concentracio total
da sonda ([S]1), para amostras de 16-SASL em tampéo fosfato isoténico 310 mOsm (pH 6,9), a
20°C. O erro das intensidades leva em conta o erro de medida e a reprodutibilidade dos espectros.
O erro das concentragoes é inferior ao 5%.
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Na figura 3.14, mostram-se os graficos A,(1) vs. concentracao total da sonda, para
diferentes valores do pH. Para cada pH, foi determinada a emc da sonda, scgundo o
procedimento descrito acima, sendo apresentados os resultados no grafico incluido na
mesma figura. Observa-se na figura 3.14 que, & medida que o pH diminui, as curvas
As(1) vs. [S], variam mais suavemente, possivelmente devido & formacéio de agregados

premicelares favorecida pela diminuigao da fragfio de sonda carregada a pH baixo.
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Figura 3.14: Dependéncia da cme da sonda com o pH. Intensidade A, (1) vs. concentragio total
da sonda ([S];), para amostras de 16-SASL em tampio fosfato isoténico 310 mOsm, a 20°C.
Cada simbolo corresponde a um valor de pH que coincide com o da figura incluida. Nesta sio
apresentados os valores da cmec da sonda vs. pH, calculados a partir das curvas A, (1) vs. (8]
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A emc pode ser estimada, também, mediante o sjuste de wna expressao teorica
aos dados experimentais. Na figura 3.15, séao apresentados os resultados do ajuste da
expressac 3.5 aos dados da figura 3.13. A reta A,0) vs. concentragio da sonda,
determinada pelos pontos obtidos para baixas concentragdes e pH > 6,9, é considerada
como curva de calibragéo dessa intensidade, jé que, nessas condiges, a sonda se encontra
na forma monomérica, segundo surge da analise espectral. O valor da cme obtido a
partir do ajuste (50uM) é superior ao determinado graficamente (40u4M). No entanto,
para cada valor de pH, a diferenca entre-os valores determinados por estes dois inétodos
€ sistematica, nao sendo afetada, conseqiientemente, a forma da curva pH vs cmc.

A partir da medida de A,(1) e sendo conhecida a concentragio total, também pode
ser calculada a fragéio de sonda em cada meio. Na figura 3.16, é apresentado um grafico

da fragdo de sonda monomérica em fungio da concentragio total da sonda, para cada

valor do pH.
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Figura 3.15: Concentragao de mondmeros vs. concentracio total, correspondente aos dados
da figura 3.13. A curva continua corresponde ao melhor ajuste da expressao 3.5 aos dados

experimentais, sendo os parametros do ajuste § e n,. Qutras carvas sio apresentadas para
COINparagao.
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frogao de monfmeros

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

8]y (mM)

Figura 3.16: Fracio de sonda monomérica vs. concentracio total da sonda ([Sir), para as
mesmas amostras da figura 3.14. Os valores do pH sio indicados na figura.

A partir destes resultados, observa-se que a solubilidade da sonda aumenta com o

pH. Este efeito pode ser explicado em termos do estado de carga da sonda S, que é

ionizada segundo:

SH & § 4+ H+,

onde K;; € a constante de lonizagao da sonda, tal que, no equilibrio:

ST|[H?Y

th',s = SH] ’ (38)

onde [SH] e [S~] séo as concentragdes das duas formas da sonda, e [H+] é a concentragao
de prétons.

Quando o pH decresce, decresce a fragao ionizada e, conseqgiientemente, diminui a
repulséo eletrostatica entre as cabegas polares da sonda, facilitando a micelizagdo, con-

sistentemente com o resultado da cme da sonda diminuir com o pH.
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Por outro lado, a constante de lonizacio da sonda ent meio aquoso (W) ¢ Lal
k] (_f l 1,5

que ph!, = —log(f(ﬁs) ~ 5[106,107]. No entanto, para a sonda cm micelas, o valor

da constante de ionizacho intrinscca (A7) pode diferir por tratar-se de um meio di-

ferente. Como a constante dielétrica do melo micelar ¢ menor que a do nelo aguoso

1 | y

pH;, deve aumentar nas micelas{108,109]. Além do mais, perto da superficie negativa-

mente carregada dos agregados, a concentragao local de protons € dada pela relagao de

Boltzmann[110,111]:

e
[H*], = [H*] e &7, (3.9)

onde [H] é a concentracao volumétrica de prétons, kg a constante de Boltzmann, T a
temperatura em graus Kelvin, € a carga do elétron e ¢, o valor do potencial elétrico
na superficie da micela, tendo sido definido como sendo zero o potencial na solugao a
distancia infinita de qualquer micela[98].

Assim, nas micelas, a constante de lonizagao intrinseca é dada por:

o ISHIH? S-HT] -2k

onde [S;.] e [SH,,] sdo as concentragdes volumétricas das duas formas da sonda no meio
micelar. A constante de ionizacho aparente, relativa a concentragio volumétrica de

prdtons, é:

- s (ST H?
A:;‘S: 11-,5 ekgT — [SHm] y (311)
expressdo que podemos reescrever como:
e S e
pR], . =pPK], — loge Ik (3.12)

O primeiro termo do segundo membro da igualdade é maior que pA?,, de acordo

1,5
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com o discutido previamente, ¢ o segundo termo ¢ positivo, ja que a carga superficial ¢,
conseqilentemente, ¥, sao negativos. Entéo, pK[) - > pK? .

Segundo os resultados apresentados na figura 3.14, a dependéncia da eme com o pH
é praticamente linear, indicando que a sonda esta parcialinente ionizada na faixa de pH
estudada (j& que se a sonda fosse totalmente jonizada ou neutra, a cme independeria
do pH). Entdo, pK, . deve ser em torno de 6,5, valor maior que pK{, e, portanto,

consistente com a discussao prévia. Por outro lado, este valor é préximo ao observado

no caso em que a sonda € incorporada em vesiculas de fosfolipidios[106,107).
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3.4.2 Determinagao da cmc da cloropromazina

Foram feitas medidas de RPE de amostras contendo diferentes concentragoes de
CPZ. Varias séries de medidas foram obtidas para diferentes condigoes de pH e forga
ibnica. Na figura 3.17, sao apresentados espectros pertencentes a uma dessas séries.
Observa-se que, para baixas concentragdes de CPZ, a sonda esté dissolvida na solugao
aquosa (espectros (a) e (b) da figura 3.17), entretanto, para altas concentra¢des (muito
acima da eme da CPZ), a sonda se incorpora, completamente, nas micelas(espectro (c)

da figura 3.17).

106

Figura 3.17: Espectros de RPE de amostras de 16-SASL, em tampao fosfato 0.17 M (pH 5,25),
a 20°C. Para todas as amostras da série, a relacio molar sonda;:CPZ é 1:50. Ac concentragOes
de CPZ sdo: a) 0,025 mM, b) 0,05 mM e ¢) 10 mM.
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A partir destes espectros foi medida a intensidade 4,() e, para cada sétie (em que
a fragdo molar sonda:droga ¢ mantida constante), foi construido um grafico A,() vs.

concentragéo total da droga, sendo apresentado um gréfico tipico na figura 3.18.
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Figura 3.18: Determinagdo da cmc da CPZ. Intensidade A, (1) vs. concentragao total de CPZ
([4)7), para amostras de 16-SASL contendo CPZ (relagio molar sonda:CPZ = 1:50), a 20°C, em
tampéo fosfato: 0,12 M, pH 7,55 (e) e 0,22 M, NaCl 0,06 M, pH 6,35 (o). O erro das intensidades
leva em conta o erro de medida e a reprodutibilidade dos espectros. O erro das concentragoes €
inferior ao 5%.

Analogamente a como foj determinada a cmec da sonda, determinamos a cme da
droga através de um método grifico. |

Dadas as condigges de teinperatura, pH e forga idnica, quando a droga se encontra
na forma de monémeros, a intensidade A, (1) varia com a concentragio total de sonda de
modo similar ao observado no caso da fig. 3.13 em que a droga est4 ausente. Assim, para
baixas concentragbes da droga (e da sonda, ja que sio proporcionais), A,(1) aumenta
com a concentragio (espectros (a) e (b) da fig. 3.17).

Entretanto, para concentragdes da droga acima de um valor critico, A.(1) decresce.
Se a sonda estivesse formando micelas e a droga nio, entdo, A,(1) manterse-ia prati-
camente constante (fig. 3.13), portanto, se A,(1) decresce, este comportamento pode

ser correlacionado com a formagdo de micelas da droga. Neste caso, a concentragio
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de sonda monomérics, proporcional a intensidade 4,(1), dininui, devido & solubilidade
preferencial da sonda nas micelas de droga.

Para altas concentragbes da droga (fig. 3.17.¢), predomina a componente do espectro
correspondente a sonda incorporada nas micelas da droga e a amplitude 4,(1) torna-se
praticamente nula.

Assim, a partir do grifico 4,0) vs. [A];, determinamos a concentragio micelar
critica da droga como o valor correspondente a intersecao das retas obtidas para baixas
e para altas concentragoes da droga, segundo exemphficado na figura 3.18.

Assim como no caso da sonda, o valor critico determinado segundo este método é
arbitrario. No entanto, como o mesmo critério foi utilizado em todos os casos, espera-se
que a diferenca com os valores criticos determinados segundo algum outro critério seja
sisternatica, néo sendo afetada, substancialmente, a forma da curva pH vs. cmc. Os
valores da cmec, obtidos pelo procedimento descrito acima, sio representados, em funcao

do pH, no gréfico da figura 3.19.
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Figura 3.19: pH vs. cmc da cloropromazina. Cada simbolo corresponde a diferentes valores
da forga iénica do tampéo e da concentragio de NaCl (M), indicados nessa ordem. na figura. As

curvas foram obtidas a partir da equagao 3.16. O valor da forca iénica considerado nos cilculos
¢ 0,12
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3.5 Discussao

Deve ter-se em conta que a possivel formacao de micclas mistas|32] da droga ¢ da
sonda, favorecida, além das interagdes hidrofébicas, pelo fato de suas cargas elétricas
serem de sinal oposto, pode induzir um erro na determinagao da cme da droga, no
sentido de serem obtidos valores inferiores aqueles préprios da CPZ pura. Portanto,
€ importante que a relagao molar sonda:droga (r) seja escolhida de tal modo que r <
CINCyonde/CMChrogq. Uma limitagho resultante é a estreita faixa de pH que é possivel
estudar. Para pH> 8, como a cmc da droga é baixa e a relacio molar sonda:droga
deve ser menor que 1:50, as concentragoes de sonda resultantes nao permitem obter um
bom sinal de RPE. Para pH< 5, a ecme da droga ¢ da ordem de 2 mM, mas, Como a
cme da sonda € muito menor, deve trabalhar-se com amostras em que a relagio molar
seja muito pequena {~ 1:500), sendo novamente relevante o limite da sensibilidade do
aparelho. No entanto, esta limitagao poderia ser reduzida com a utilizacio de aparelhos
mais sensiveis.

Uma outra limitacio se deve & possivel formagéo de agregados premicelares da
droga[104,112], neste caso, o método de analise espectral utilizado poderia levar a subes-
timar o valor da cme, J& que a redugéo da componente do espectro que corresponde a
sonda em soluglo seria devida & sua incorporagio nesses agregados.

Para a faixa de pH estudada (figura 3.19), observa-se que o valor da cme aumenta
quando o pH diminui. Para valores do pH inferiores a aprox. 6, a cmc permanece prati-
camente constante. Este comportamento, pode ser explicado pelo fato de que, segundo a
relagdo 3.1, a fragdo de CPZ na forma carregada aumenta quando o pH diminui. Assim,
a repulsao eletrostatica entre as cabegas polares aumenta, predominando sobre as forcas
intermoleculares atrativas. A baixo pH (muito menor que o valor de pk; = — log K;),
a droga encontra-se quase exclusivamente na forma carregada, portanto, uma ulterior

diminui¢ao do pH néo modificard o valor da cme.



74

Para a CPZ em meio aquoso, temos pA'? ~ 9,3[113}. Assim, como foi ja discu-
tido para o caso da sonda, para a droga na miccla, a proporcio entre as duas espécies
(carregada e neutra) é diferente que no meio aquoso. Em primeiro lugar, porque o meio
micelar tem propredades fisico-quimicas diferentes das do meio aquoso, as constantes
de lonizagao intrinsecas nesses meios podem, em principio, diferir. Neste caso, a redugéo
da constante dielétrica nas micelas, faz diminuir o valor de pK;[108]. Por outro lado,
pela presenca da forma carregada da droga, existe uma distribuigio superficial de cargas
na micela que modifica o pH local. O fato da propor¢ao entre as duas espécies na micela
ser diferente da proporgao no meio aquoso pode ser interpretado, também, como sendo
devido ao fato da constante de partigao da droga, entre as micelas e o meio aquoso, ser
diferente para cada forma da droga.

Formalmente, no meio micelar, temos o processo:

e
1

A
AHY & A, + H?,

onde AH} e A, representam as duas formas da droga nas micelas, H} um préton na
interface micela/solugdo aquosa e AT é a constante de ionizagéo intrinseca da droga

nas micelas dada por:

K = [A[E]I[{Ii‘]‘] ’ (3.13)

onde a concentragdo local de prétons na interface ([H*],) é dada pela equacao 3.9. A

constante aparente ou efetiva (referida ao pH volumétrico) é:

K278 +
K™ = K™ oksT — sz{f] , (3.14)
ou, também:
pi,, = pK" — loge %' ' (3.15)



De acordo com o discutido acima, o primeiro termo é menor que pA? ¢ o segundo
termo € negativo, entdo, pi}, < pI(f,

Cabe notar que, ja que K7, depende do potencial superficial 4,, funcao da carga
superficial determinada pela proporgio entre as duas espécies na micela, nao é uma
verdadeira constante de equilibrio termodinamico.

Por outro lado, a cmec, segundo foi jd tratado na secio 3.1, pode ser definida ter-

modinamicamente como:

In{eme) = AGY [kgT.

Decompondo a expressido para a energia livre em dois termos: um que inclua a
contribuicio eletrostética (AG™) e outro independente dos efeitos de carga (AG'®),

temos:

In(cmc) = AG"°[kpgT + AG™[kgT = In(emc®) + AGY/kgT,

onde cmc® corresponde ao valor da cme em auséncia de efeitos de carga. Portanto,

Aln(emc) = In(eme) — In(eme®) = AG™ [ kpT. (3.16)

Supondo que a carga superficial da micelas estd uniformemente distribuida e que
a micela estd rodeada por uma camada iénica difusa com comprimento de Debye 1/x
(ver capitulo 4), a contribuic&o eletrostatica para a variagio de energia livre pode ser
calculada a partir da equagio de Debye-Huckel para o trabalho requerido para carregar

uma esfera de raio R constante, com n* cargas[96-98]:

el _ B(n* e)/n .
BCT = S R4 rR)’ (3.17)
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onde ¢ é a carga eletrénica, € a constante dielétrica na interface micela/solugio aquosa
(e = 80,4, nos calculos), k = ymf(_N&?_rg-_ﬂ_g (onde Ny € o nimero de Avogadro e ¢ é
a forga 106nica expressa em mol/l) e # é um fator de correcho que leva em consideragao,
por exemplo, o fato da distribuicao superficial de cargas ser discreta{98,114]. Este fator
de corregao pode incluir, também, um fator geométrico que leve em conta o afastamento
da forma esféricajll5]. No entanto, em primeira aproximagao, sera considerado § = 1,
nos calculos. No nosso caso, nt = n/(1 + 100H:=PH")y = 5 /(1 + 107 -PK3)) | sendo n
o nimero de agregacdo médio. Substituindo a expressao para AG™® (equacio 3.17),
na expressao 3.16, foram obtidas as curvas apresentadas na fig. 3.19 que correspondem
a diferentes valores de pK7) e do ntimero de agregagio n. As curvas foram deslocadas
segundo o eixo de abcissas, variando o pardmetro cmc®, para coincidirem em torno
de cmc= 2mM, para baixo pH. O raio médio das micelas R estd relacionado com n
através da densidade da droga nas micelas: ~ 250 cm®/mol[34]. Os valores de n que
permitem um methor ajuste aos dados experimentais sao malores que aqueles estimados
para concentragoes préoximas da cme, a partir da extrapolagdo das curvas de n vs.
concentracao de droga{34]. Entretanto, deve ter-se em conta que o niimero de agregacao
pode variar com o pH, fato que nao foi levado em consideragio ao efetuar os ajustes,
feitos para n constante. O valor de pA7) que melhor ajusta os dados experimentais ¢,
consistentemente, mferior ao valor para a droga em solugéo aquosa (9,3), como discutido
previamente.

Observa-se, também, que, dentro da faixa de valores da forga i6nica estudada, o valor
da cme praticamente independe da forga iénica (fig. 3.19). A medida que aumenta a
forga i6nica, diminui a repulsao eletrostdtica, pelo qual esperaria-se que a cme diminua.
No entanto, como o nimero de agregagao aumenta com a forga iénical34], a redugao da

cme pode resultar muito menor, explicando-se o resultado obtido.
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Capitulo 4

Estudo da associagao droga-lipidio para um

anestésico com dois estados de carga

Segundo discutido no capitulo 2, a agao anestésica se situa ao nivel da membrana
bioldgica, embora o sitio preciso seja ainda desconhecido, e a interagho membrana-
anestésico € de natureza essencialmente hidrofobica. Os anestésicos podem ligar-se a
regides néo polares da matriz lipidica, da interface proteina/lipidio ou a sitios hidrofébi-
cos nas proteinas de membrana. Por outro lado, dada a grande variedade de substancias
que apresentam atividade anestésica, parece razodvel esperar que os sitios da mem-
brana em que se produzem as intera¢gdes membrana-anestésico sejam relativamente nio
especificos. Mesmo sendo muito provével que o alvo final dos anestésicos sejam certas
proteinas de membrana, em particular os canais i6nicos, pode-se presumir que estas dro-
gas atinjam as proteinas indiretamente, afetando primeiro a organizacio dos lipidios,
especialmente, a organizagio dos lipidios anulares em torno das proteinas.

Também foi j& mencionado, no capitulo 2, que efeitos de carga podem ser responsd-
veis por mudangas na estrutura lipidica. Por outro lado, independentemente destas mu-
dangas, a adsorgao de moléculas carregadas na membrana induz modificacho do poten-
cial elétrico superficial da bicamada (valor do potencial na interface membrana/solugéo

aquosa) através da alteragio da densidade superficial de carga. A modificacio do po-
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tencial superficial, por sua vez, modifica a concentragao de substancias carregadas perto
da superficie da membrana. Esta conseqiiencia e/ou a propria alteragao do potencial
superficial podem perturbar o funcionamento de algumas proteinas de memmbrana.

Nesta parte do trabalho, a cloropromazina (CPZ), cuja estrutura molecular foi es-
quematizada na fig. 3.1, sera objeto de estudo. Segundo tratado no capitulo 3, os anes-
tesicos com fungao amina, como a CPZ, apresentam dois estados de carga distribuidos
no equilibrio segundo a relagado 3.1. Para a CPZ em meio aquoso, pK; =~ 9, 3[113].
Portanto, a pH fisioldgico (em torno de 7,4), ambas formas da droga estdo presentes,
esperando-se que a forma carregada, quando adsorvida na membrana, modifique o po-
tencial elétrico superficial.

Por outro lado, cada uma das duas formas das drogas com fungao amina terciaria se
incorpora na membrana de modo diferente{2] e com afinidades diferentes{74]. A forma
carregada ¢ adsorvida de tal modo que a regido hidrofébica da molécula (no caso da
CPZ, a porgéo de anéis) penetra na bicamada interagindo com as cadeias de acidos
graxos, enquanto a regiao polar interage com as cabecas polares dos lipidios. A ad-
sorcdo desta dltima forma depende do potencial superficial da bicamada, sendo mais
favorecida quanto mais negativa seja a carga superficial da bicamada. A forma neutra,
devido & sua maior hidrofobicidade, pode penetrar mais profundo na bicamada. Con-
siderando estas diferencas, espera-se que os sitios de acao e/ou os efeitos de cada forma
sejam diferentes. No entanto, a discussdo sobre qual forma da droga € a biologicamente
ativa continua em aberto.

Para estudar a interagao destas drogas com a membrana, € essencial conhecer qual é
a fragdo de droga que estd adsorvida na membrana. Como as duas espécies (protonada
€ neutra) se adsorvem de modo diferente, é importante conhecer também qual é a dis-
tribuigao destas espécies na membrana. A proporcao destas espécies na membrana nao
€, necessariamente, a mesma que na solugio, devido ao fato da constante de ionizagio
da droga depender do meio. Apesar da extensa literatura existente sobre a CPZ, o
estado de carga e, conseqiientemente, os efeitos de carga, nao sao sempre levados em
conta. INNa maioria dos casos, sdo encontradas constantes de particio aparentes, em

condi¢bes experimentais muito particulares, sem considerar qual € a fragdo de droga
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carregada[35,36]. Em outros casos, as concentracoes de droga estio muito acima das
concentragoes biologicamente relevantes ¢ as extrapolagoes nem sempre levam em con-
sideragéo fatos como, por exemplo, da droga estar na solucio em forma de monémeros

ou de micelas.

Devido & complexa composigao das membranas biolégicas, os lipossomos artificial-
mente reconstituidos, representam um sistema modelo conveniente para observar o com-
portamento dos anestésicos num meio lipidico, permitindo conhecer a contribuicio da
componente lipidica na interagao destas drogas com a membrana. Em comparacao com
os sistemas naturais, estes sistemas artificiais oferecem a vantagem de que a composicao
de lipidios pode ser controlada, sendo, assim, possivel controlar, em particular, a carga

superficial intrinseca da bicamada.

Nesta parte do trabalho, serd estudada a incorporagio da CPZ em lipossomos mul-
tilamelares de fosfatidilcolina. O estudo visa determinar as constantes de adsorcao da
CPZna membrana, para cada estado de carga da droga. A partir da medida do potencial
eletrico superficial das vesiculas, que é modificado pela presenca da forma protonada da
droga, e utilizando um formalismo apropriado, é possivel conhecer as constantes de asso-
ciagao droga/lipidio para cada uma das duas formas da droga. O potencial superficial
obtido a partir de experiéncias feitas mediante a técnica de ressonancia paramagnética
eletrénica (RPE), utilizando como sonda paramagnética uma molécula anfifilica com

carga liquida positiva.

4.1 Potencial elétrico superficial da membrana

Se a superficie da membrana estd carregada, seja porque as cabegas polares dos
lipidios que compéem a bicamada possuem carga liquida ou porque substancias carre-
gadas sao adsorvidas na membrana, entdo, na solugio aquosa que banha a membrana,
as espécies i0nicas com carga do mesmo sinal que & da membrana serdo repelidas pela
carga superficial ¢ as de sinal oposto atraidas. A distribui¢io espacial desses fons sers,

determinada pela interagdo eletrostatica e pela agitagio térmica. No equilibrio, a con-
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centragao local de uma espécic X com carga z¢, na posicio #, ([X],) estara relacionada
com a concentragao local a uma distincia mfinita da tnterface ([X]_), através da relacho

o

de Boltzmann[110,111]:
_ eyl T}
[(X]; = [X], e T, (4.1)

onde kg é a constante de Boltzmann, T a temperatura em graus Kclvin, z a valtucia
do ion, € a carga do elétron, ¥(Z) o valor do potencial elétrico na posicao , tendo
sido definido como sendo zero o potencial a uma distdncia mfinita da membrana. Se a
solucao de vesiculas é suficientemente diluida, pode-se considerar que, longe da inter-
face, a concentragdo local [X]_ coincide com a concentracdo volumétrica [X] (nGmero
total de moles de X por volume da solugao).

Segundo a equacao de Poisson, o potencial elétrico no meio aquoso deve ser tal que:

VE () = - 4 (), (4.2

onde € € a constante dielétrica do meio aquoso (considerada constante em todo o volume
da solugdo ) e p € a densidade volumétrica de carga. A partir da relagao 4.1, p pode
ser expressa em funcio das concentragdes volumétricas [X;] (em moles/1} das diferentes

espécies iénicas X; com carga z;e segundo:
p(&) = 3 zie N4 107 [X ], (4.3)

onde N, € o numero de Avogadro. Por outro lado, deve ser satisfeita a condigao de
eletroneutralidade na solucao (3 z; [Xi] = 0.)
A partir das equacoes 4.2 e 4.3, obtem-se a relacio (denominada equagio de Poisson-

Boltzmann[110]):

_ 4meN,107° zedlz)
13

Vip(&) = doa [N, e FeT . (4.4)

Considerando a superficie da membrana como um planc infinitc em que as cargas
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estiao distribuidas continua ¢ uniformemente, a equacio anterior depende de uma tnica
coordenada espacial: a distancia 4 superficie externa da bicamada.
No caso em que [z3] < kpT'/e, resolvendo a equacio 4.4 unidimensional, com a
z ey

aproximagao de Debye-Huckel (e k7 ~ 1 — i‘f%), obtem-se que o potencial em valor

absoluto diminui exponencialmente com a posigao:

P(x) =9, e,

sendo 1, = ¥ (»=0) 0 potencial superficial da membrana e kK = %Jfo;i‘c’ ondecéa
forga iénica (¢ = 722 [X] ). A distancia 1/« & superficie da membrana, para a qual
t

o potencial cai num fator 1/e, é denominada comprimento de Debye. Como se deduz da
definicéo de x, 1/x aumenta com a temperatura e diminui com a forga ionica. Por outro
lado, segundo a equagao 4.1, a concentragio local de jons com carga de sinal oposto &
da membrana, sendo alta perto da superficie, decai rapidamente com a distancia. Por-
tanto, a uma distancia da ordem do comprimento de Debye, o campo elétrico gerado
pela distribuicho superficial de cargas é blindado pelos contrajons localizados entre a
superficie da membrana e uma distancia aproximadamente igual a 1/x.

Pode-se mostrar que, quando a aproxiinacio de Debye-Hiickel nio é mais valida,
o potencial decai mais rapido que exponencialmente com a distancia & superficie da
membrana. |

No caso particular em que se encontram presentes no sistema fons monovalentes e

divalentes. a solugio exata da equacio 4.4 unidimensional é:

(x) = kgT 111(C1G2(2‘) + 20,G(z) + 1),

¢ (G (z) ~ 26 () + 1 (4.5)

com G(z) = G.e™*, onde G, depende somente de 1, e pode ser obtida resolvendo a
equagdo 4.5 especializada em z = 0. Os parametros ( s6 dependem das concentragoes

volumétricas ¢, dos fons com valéncia z, sendo:

C] = (C_g/c_'z + 2)2 — 4C+2/C.L3
G = C'_1/C_2+4
(3 - C—]/C*Q -+ 20+2/C_2 -+ 2,



O potencial superficial 4, esta relacionado com a densidade superficial de carga da

membrana o. Para o caso geral, esta relagio pode ser calculada de forma exata, o partir

g = — 9 \ o a1 ol e
de o = — 5= 38| ,, obtendo-se a relagio:
Y. 112
_ e NJ1072 kT - L
0 = VRORL (Yxg (e har —13) " (4.6)
1: .
_zlegp ;
No caso em que |z¢| < kpT/e, podemos considerar e k5T ~ ] — z'—;;é +(5)?, assim,

a partir da relagéo anterior, obtemos:

e, 27
kT — \/e kgT No10 3¢ & (4.7)
ou
p, = 410 (4.8)

4.2 Termodindmica da incorporacao de substancias anfifilicas

na membrana

A incorporagio de moléculas ou fons anfifilicos na membrana pode ser modelada
considerando duas fases, entre as quais o anfifilico se distribui: a fase aquosa exterior as
vesiculas, com volume V,, e a fase lipidica caracterizada pelo volume V,. A substancia

anfifilica se particiona entre essas fases segundo o processo:
- K
Xo = X,

onde X, e X, representam o anfifilico X na fase aquosa e na fase das vesiculas, respecti-
vamente, sendo K a constante de equilibrio. Os potenciais eletroquimicos, por molécula

(ou fon), na agua e nas vesiculas sfo, respectivamente:

fa = pig+kpTIn(xa7a) (4.9)

o = pg+ kpT In(x,7.) + zedd,, (4.10)
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onde 1, € o valor do potencial elétrico na interface membrana/solugio aquosa e, para
cada fase, y° corresponde ao potencial eletroquimico padrio {que depende essencial-
mente da natureza do solvente e das condicdes de pressio e temperatura), v ao coefi-
ciente de atividade e x a fracao molar do soluto anfifilico.

No equilibrio, g, = g,. Portanto, igualando as equacdes 4.9 e 4.10, temos:
WY
(Xa'Ya )el}' - BT kBT :

Supondo que os coeficientes de atividade de X em cada fase se desviam da unidade

de modo similar (,rj’1 ~ 1), entéio, a partir da equacio anterior, temos:
a

. zeys .
(%)eq ~ Ke kT = K, (4.11)

onde K é a constante de equilibrio efetiva, fungao do potencial superficial ¢,, quando a
po=—p

carga ze do anfifilico é néo nula, sendo K = e~ k37 a constante de equilibrio mtrinseca,
dependendo da pressdo, da temperatura ¢ das caracteristicas tanto do anfifilico quanto
do meio.

Para o soluto anfifilico na fase aquosa, a fracgio molar é y, = mﬂ—,, sendo n,
o numero de moles do soluto anfifilico nessa fase e n) o nimero de moles do solvente
aquoso. Se esta fase é diluida, ou seja, se n, < n’, entdo, pode-se considerar que
ne+n, ~n, equeV,=n,0+n,d ~n. i, sendo o e ¥’ os volumes molares do soluto
e do solvente, respectivamente. Logo, a fracio molar do anfifilico na fase aquosa pode
ser escrita como:

X:_a_mﬁam%af,f
@ - -_— a’
a

n,+n, — n,
Para o anfifilico na fase lipidica, podem ser considerados diferentes modelos. Pode-
se supor que esta fase é similar & fase aquosa ou que. por exemplo, consiste em um

numero limitado de sitios fixos espacialmente. No primeiro caso, a fracio molar do

soluto anfifilico nas vesiculas, analogamente & fracio molar do soluto na fase aquosa,
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" ; . s 4 ]
é: x, = —*— onde o indice v sc refere a vesiculas. Sendo que a fase lipidica é uma
. +n,
fase bidimensional e esperando-se que o anfifilico se incorpore em uma. Unica camada
superficial, é mais apropriado considerar a 4rea exposta total das vesiculas A,, em vez
do volume V,. Se & e & sho as areas ocupadas por um mol de soluto e de solvente,

respectivamente, entdo, a drea total da fase lipidica é 4 = n, &+ n, @'. No caso em que

a = d, a area total € A ~ (n, +n.)a'. Assim, temos:

T n

Xo = T Y A -

Considerando que n,/A, = [X], é a concentracao superficial do anfifflico X nas
vesiculas e que ny/V, = [X] é a concentragho volumétrica de X na fase aquosa, e
definindo A = %, temos:

e L—% : (4.12)

Por outro lado, se o potencial elétrico superficial é ¥, a concentragao local de uma
espécie X com carga ze, na interface membrana/solugio aquosa, ([X ];) estard rela-
cionada com a concentragio volumétrica, a partir da equagao 4.1, segundo:

_zeye
[X]; = [X] e kT, (4.13)

Posto que A independe das concentragoes, entio, as constantes de equilibrio po-
. ~ _zege _zeds
dem ser redefinidas segundo: K, = AK = AKe %sT = K e k5T  sendo expressas em
unidades de comprimento.

Com estas consideracdes, a equagio 4.11 pode ser reescrita como:

o X, ¥,

K, = X = X e ksl (4.14)
——t
K,

A constante de equilibrio efetiva K p corresponde & constante de particio do anfifilico

X, entre as duas fases, quando o potencial superficial é ;. I;’p depende do potencial



85

superficial sé através do fator exponencial, ja que I, independe de ¢,. Quando o po-
tencial superficial é nulo, a concentragao na interface coincide com a concentracio longe
da membrana e K, corresponde a parti¢do entre a fase aquosa e a fase da membrana.
Quando o potencial superficial é nao nulo, A, corresponde & constante de particao entre
a interface membrana/solugdo aquosa e a fase das vesiculas. Por conseguinte, pode-se

pensar que a incorporagao do anfifilico X se produz em duas etapas:

b Ky
X, ¥ ox, 2 X,
Na primeira etapa, X se distribue na interface, em fungao de sua carga ze e do po-
tencial superficial das vesiculas ©;. Na segunda, X se particiona entre a interface e a
membrana, independentemente do potencial superficial, segundo a constante K,.

Por outro lado, a quantidade de anfifilico X incorporado por unidade de drea au-
menta com o aumento da quantidade total de X presente no sistema. Entretanto, se X
tem carga liquida ze, os fons anfifilicos adsorvidos na membrana modificam a densidade
superficial de carga, e, conseqilentemente, o potencial superficial, de tal modo que, &
medida que aumenta a quantidade de X na membrana, zi); aumenta. Assim, como con-
seqiiéncia da repulsdo eletrostatica, a adsor¢do pode apresentar saturacio. No entanto,
se X € neutro, o potencial superficial intrinseco da membrana permanece o mesmo e, &
medida que aumenta a concentragao total de X, a concentragao de anfifilico incorporado
por unidade de drea aumenta proporcionalmente e, por conseguinte, a adsorgao é, em
principio, ilimitada. Entretanto, deve ter-se em conta que este resultado é consegiiéncia
da hipotese de que a fase lipidica oferece um nimero ilimitado de sitios de adsorgio. Por
outro lado, foram feitas aproximacgoes validas somente no caso de baixas concentragoes
de soluto. Assim, para altas concentrag¢oes do anfifilico, este modelo é pouco realista,
contudo, para baixas concentragdes, permite descrever a incorporagio de substancias na.
membrana. Em alguns casos, um modelo que leve em conta a saturagio por ocupagao
de sitios pode ser mais apropriado. Por exemplo, pode-se considerar que a adsorgao se
produz em um nimero limitado de sitios fixos espacialmente onde as moléculas adsorvi-
das estao localizadas.

Supondo que os sitios sao equivalentes, distinguwveis e independentes, o potencial
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eletroquimico do anfifilico X nas vesiculas depende da seguinte fragao molar:
Xo = e, (4.15)

mar

com n'** o maximo numero de moles de X que podem ser adsorvidos. Se s € o nlimero

de sitios por mol de solvente, entao, n]*** = snl.

Definindo concentragoes ‘volumétricas’ (nimero total de moles por volume da fase

aquosa)} dos sitios ocupados ({LX]), livres ([L]) e totais ([Lr]), temos:

., 1,/ V, [LX] [LX]

Xo = pmer s = e LS = (L] (LX) (@] (4.16)

considerando esta expressdo, a equagao 4.12 é

Xo o [LX]
Xo = [ XT([Lr] — [LX]);

(4.17)

Analogamente ao caso anterior, podermos redefinir as novas constantes de equilibrio

. - _ zes _ zetds
segundo: K, = 0, K' = ¢,K'e *»T = K,e *sT expressas em unidades de volume

por mol e que denominaremos constantes de adsor¢do. Finalmente, para a constante
intrinseca K,, obtemos a seguinte expressio, que corresponde a da isoterma de adsorgao

de Langmuir[110]:

. [LX]

o = XI{Lrl - TX))° (+18)

Para colocar em evidéncia que o anfifilico se associa a sitios lipidicos nas vesiculas,

. E .
em vez de considerar o processo X = X,, pode-se considerar:
j
7 ——
X+L = LX,

onde L representa um sitio lipidico livre, X o anfifilico X na fase aquosa, LX o an-

fifilico X associado ao sitio L e K’ é a constante de equilibrio. Poderiamos ter chegado
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a mesma expressao para a constante de equilibrio tratando X, L e LX como diferentes
espécies 1o meio aquoso, cujos potenciais eletroquiimicos se relacionam, no equilibrio,
segundo px + pg = prx.

As concentragoes ‘volumetrica’ e superficial de X incorporado nas vesiculas estio
relacionadas segundo: [LX] = [X] A,/V,. Se a concentragho do anfifilico em cada fase
¢ suficientemente pequena, entao, as dimensoes de cada fase nao sdo alteradas signi-
ficativamente com a adigio do anfifilico, portanto, V,/ A, independe das concentracoes.
Neste caso, também, para a fase das vesiculas, o nimero de sitios livres pode ser consi-
derado, praticamente, constante e igual ao niimero total de sitios e, consegiientemente,
[L7) — [LX] ~ [Ly]. Portanto, para baixas concentracoes do anfifilico, recupera-se a

relagao que define a particao entre as duas fases, sendo:

‘o [‘l]_u — M =K
K, = = Vo)A, = K, [L7]V./ A, (4.19)

4.3 Técnica para determinar o potencial elétrico superficial da

membrana

Como sonda para as medidas por RPE, foi utilizada a molécula anfifilica positi-
vamente carregada (4-(N,N-dimetil-N-nonil-aménio)tempo-brometo), cuja estrutura é
esquematizada na figura 4.1.

Em presenca de vesiculas, a sonda anfifilica se particiona entre a fase lipidica e o
meio aquoso em fungao do potencial elétrico superficial e do estado estrutural da mem-
brana.

Na fase lipidica, a mobilidade da molécula da sonda estd limitada pela estrutura da
bicamada. por conseguinte, as larguras das linhas do espectro de RPE da sonda nesta
fase sdo maiores que as larguras das linhas do espectro correspondente & molécula na
fase aquosa. O espectro resultante é a soma dos espectros correspondentes a cada uma

das duas populagdes[37,116] (ver fig. 4.2).
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Br—

s
o— N*+=(CH2)sCls
CHj

Figura 4.1: Esquema da estrutura molecular da sonda paramagnética 4-(N,N-dimetil- N-nonil-
amonio)tempo brometo.

4.3.1 Anailise espectral

A partir da andlise espectral, é possivel determinar a distribucio da molécula em

ambas as fases. Para tanto, podem ser seguidos varios métodos{37):

Método 1: quando a amostra contem vesiculas, obtemn-se um espectro composto, como
o da fig. 4.2.a. A componente menos imobilizada do espectro composto (aquela que
corresponde a populagéo de sonda na solugao aquosa) pode ser eliminada subtraindo-se
desse espectro composto uma certa fragio do espectro puro da sonda em solugio aquosa
(espectro da fig. 4.2.b). Assim, é obtido o espectro da fig. 4.2.c em que a componente
menos imobilizada foi eliminada. Sendo que o espectro obtido pela técnica de RPE é a
derivada do espectro de absor¢éo, a dupla integral do espectro é proporcional & quanti-
dade total de sonda presente (nr = n, +n,). Se os espectros (a) e (b) correspondem a
amostras com a mesma quantidade total de sonda ou seja se as duplas integrais desses
espectros sao iguais, entdo, a fragio subtraida sera igual & fracio de sonda no meio
dquoso (n./nr).

Na fig. 4.2, mostra-se uma aplicagio deste método: do espectro composto (a), foi
substraido o espectro (b) que corresponde a 32% de um espectro da sonda em solugio

aquosa, com a mesma dupla integral que o espectro (a). Logo, neste caso, n, /ny =~ 0,68

(£0,02).

Método 2: utilizando-se solugdes aquosas, a concentragdes conhecidas da sonda param-

agnética, pode-se calibrar a amplitude de alguma das linhas do espectro (proporcionais
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Au(-])

Figura 4.2: Espectros de RPE de 4-(N,N-dimetil-N-nonil-aménio)tempo brometo 0,02 mM, a)
em presenca de vesiculas de fosfatidilcolina, b) em solugio aquosa (multiplicado por um fator
0,32). c) resultante de subtrair o espectro b) do espectro a).
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& quantidade total de sonda), por exemplo, & amplitude pico a pico da linha do espectro
correspondente a I = ~1 (A, (-1).

Em presenga de vesiculas, a amplitude Ar(-1) do espectro composto néo tem, pratica-
mente, contribuigao da componente mais imobilizada do espectro, como pode-se ver na
fig. 4.3 em que os espectros da fig. 4.2 aparecem superpostos. Portanto, para amostras
contendo vesiculas, a quantidade de sonda na fase aquosa (n,) pode ser conhecida a
partir da medida de A,(~1) >~ Az(-1) no espectro composto. Dada a quantidade total de

sonda, a quantidade de sonda associada & membrana é calculada por subtracio.

Az

Figura 4.3: Os mesmos espectros da figura anterior, superpostos para comparacio.

Método 3: segundo a andlise do método anterior, no espectro composto, A,(-1) é pro-
porcional a n,. Entretanto, a amplitude da linha I = 0 (A7 (0)) em relagdo & linha de

base € a que melhor corresponde & soma das intensidades de cada espectro puro (ver

fig. 4.3), entao:

A7)~ AT+ A0 =k %n, + k> *n,, (4.20)
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onde A7 (0} e A (0) sio as amplitudes das linhas 7 = 0, em relacio a linha de base, dos
respectivos espectros puros e k, e k, sao constantes de proporcionalidade relacionadas
com as larguras das linhas I = 0 dos respectivos espectros puros.

No espectro puro da sonda em solugao aquosa, a intensidade de cada linha é pro-
porcional a quantidade total de sonda. Em particular, pode ser encontrada a relagao
entre A;(0) e A,(-1). Para o espectro (b) da fig. 4.2, o = ﬁ{% ~ (0,536. Conhecida a

quantidade total de sonda n,, também, pode ser calculada k72 = A7 0)/n,.

Consequentemente, para o espectro composto, é possivel conhecer o parametro P:

_AL0 _ Ao - AjO _Arw) __ _Ane .
P= A0 A7 (0) A S WS (4.21)

a

Por outro lado,

_ A k- Ny _ g Ny
P = A;(U) “"‘(7;:) N, ”"/Bna:

onde § = (-%:)"2 € uma constante relacionada com a largura da linha I = 0 do espectro
da sonda na fase da membrana e, portanto, & caracteristica da estrutura dessa fase. k2
pode ser caleulada segundo: k7% = A (0)/n, = (A70)— A (0)/(nr — n,). J4 tendo sido
determinado k7%, obtemos 8. No nosso caso B ~ 0,15. Aplicando este método para

analisar o espectro (a) da fig. 4.2, obtemos n,/ny ~ 0,71 (£0, 02).

Uma vez determinados o e B, para diferentes concentragdes de lipidios e da sonda
(como se verd na parte de resultados), este método, mais complicado que o segundo
método, oferece a vantagem de que, ao serem calculados valores relativos (P), Blutuagoes
na intensidade das linhas e na concentragéo total da sonda sio menos significativas. Por
outro lado, a comparagao dos resultados obtidos pelos métodos (2) e (3) pode fornecer
informagéo adicional, como se verd na segao de resultados. O primeiro método nao foi
aplicado aos resultados, devido & impossibilidade de digitalizar o sinal dos espectros de
RPE. De todos modos, a partir do exemplo da fig. 4.2, pode-se ver que os resultados

coindidem, dentro da faixa de erro.
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4.3.2 Associagdo da sonda A membrana

A sonda paramagnética nio penetra no interior hidrofébico da bicamada, segundo
fica demostrado a partir de experiéncias baseadas na adigio de agentes redutores[37,117).
Por conseguinte, a partigio se estabelece entre a fase aquosa e a superficie externa dos
lipossomos, dependendo do valor do potencial superficial. A incorporagao da sonda pode
ser descrita através da relagao 4.18. Como a concentragao da sonda é muito menor que
a de lipidios, pode-se considerar que [L] =~ [Ly]. Por outro lado, pelo fato da sonda
se adsorver s6 na camada externa das vesiculas, devemos considerar a concentragio
de lipidios que apertencem a essa camada ([L,]), que corresponde a uma fracdo da

concentragao total ([Lt]). Portanto, para a sonda S* utilizada (com z = 1), temos:
ey
S5t LSt _ Ls* f“"l%. _n, eksT
= ey = e < - R T (422
logo,

£,
%: = K5 (L) e %, (4.23)

4.3.3 Calculo do potencial superficial

O pardmetro P, definido anteriormente e obtido a partir da andlise espectral, pode

Ser eXpresso comao:

£¥s
keT ' (4.24)

78 -

P=p% = K5 [L)e *T = Pe
P, = B K5 [L), que é o valor do pardmetro P quando o potencial elétrico su-
perficial é nulo, independe de v, e permanece constante, para uma dada concentragio
de lipidios, desde que o estado estrutural das vesiculas se mantenha inalterado. Neste

caso, a partir da relagao 4.24, o potencial elétrico superficial da vesicula (1/,) pode ser

calculado pela expressao:

b, = — k&l (). (4.25)
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4.4 Formalismo para a determinacao das constantes de associa-

cao CPZ/lipidio para os estados neutro (I,) e carregado

da droga (K p4+)

A CPZ apresenta dois estados de carga que, dependendo do pH do meio e do pK; da
droga nesse meio, estio em uma proporgao dada pela relagio 3.1. Em uma solugio de
vesiculas. a droga pode encontrar-se na solugio aquosa ou incorporada na membrana,
assim, para cada fase, teremos uma relagéio similar & relacio 3.1.

Para a fase aquosa, temos:

K= %%1, (4.26)

onde [A] e [AH *] sdo, respectivamente, as concentracdes volumétricas das formas neutra
e carregada da droga no meio aquoso e onde K¢ ¢ a constante de ionizagéio da droga no
MeIo aquoso.

De modo similar, na superficie das vesiculas onde a droga é adsorvida, temos:

gy = LAIHY), (4.27)

[LAHT >

onde K7 ¢ a constante de ionizagao intrinseca da droga nas vesiculas, independente cio
potencial superficial, [H*], é a concentracio local de prétons na interface vesiculas/so-
lugao aquosa, relacionada com a concentrago volumétrica a través da relacéo de Boltz-
mann (equagéo 4.1). [LA] e [LAH*] sdo as concentracdes ‘volumétricas’ dos sitios
ocupados pela forma neutra e carregada, respectivamente.

Por outro lado, cada forma da droga se incorpora na membrana, segundo a relagio
4.18[55], com constantes de adsorgiio KA¥" | para a forma protonada, e K2 para a

forma neutra:
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+
KMt AL};“‘: | (4.28)
KA = AL,AL’ (4.29)
COIn
[L) = [Ly) - [LA) - [LAH*) (4.30)

Na figura 4.4, é apresentado um esquema destes processos. Comparando as equagdes
4.26-4.29, note-se que as constantes de adsor¢do e as constantes de jonizagio se rela-

cionam da seguinte forma:

]\"gﬂ+ _ ]{f
Ks — K

I"AH-* C
N Mg O
— Y : 1@

K21l K] 1,& O O

+ Ho=—f=——9
A=
O——=—0

Figura 4.4: Esquema da protonagio da droga em cada fase e da adsorgao de cada forma da
droga.

Por outro lado, a concentragio total de droga [Ar] deve ser tal que:

[Ar) = [A] + [AH) + [LAH™) + [L A (4.31)



Se os lipidios que constituem as vesiculas ndo tém carga liquida, a densidade super-
ficial de carga o é dada pela quantidade de droga carregada adsorvida na membrana.
Assim, se Ay € a area das vesiculas por sitio lipidico, temos 0 = ([LAH*]/[L1]}) ¢/ AL-
Sendo que a equagio 4.6 relaciona a densidade de carga com o potencial superficial,

obtemos uma ltima equacdo relacionando o potencial superficial com as concentracoes:

LAHY/(Er]) = 0 Ay fe = BTRT (06 e hf 1)) ase. (a32)

Como as constantes de ionizagio e de adsorcao néo sio independentes, pode-se eli-
minar, por exemplo, a equagio 4.29 e, entdo, temos seis equagdes (4.26-4.28, 4.30-4.32)
com seis incégnitas ([AH Y], [A], [L],[LAH*),[LA] e v,), onde [Ly], [Ar], o pH, a forca
i6nica e K? sdo conhecidos. Assim, podemos obter uma expressao que relacione 3, com
esses dados e com os parametros Ii’fH+ e K?. Por outro lado, 9, é calculado a partir
da andlise espectral, conseqlientemente, os pardmetros KAH te K? podem ser obtidos
do ajuste da expressio tedrica para ¥, aos dados expermimentais.

Posto que o Cl~ pode ligar-se a forma protonada da droga na membrana, para as
experiéncias realizadas em presenca de NaCl, devemos considerar, também, a seguinte

reagao:

-
Cl

K. _
Cl; + LAH* & LAHCI, (4.33)

onde a constante de equilibrio da reacdo, Kqj-, é:

LAHCI
[Cf‘];([LLH - ELAHC'I]) ' (4.34)

I{Cl‘ -

Neste caso, temos uma incégnita adicional ([LAHCI}), uma equacio adicional (4.34)
e a densidade superficial de carga é: o = (({LAH*} - [LAHCIl]}/|L7]) €/ AL, onde, para

conservar a forma das equagdes anteriores, consideramos que [LAH*] corresponde a
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concentragao total da forma protonada (clorada ou nao).

Se também existe adsor¢io de C17 na membrana[91], devemos considerar o processo:

KY
i

Clhy+L & LCI. (4.35)

Se néo existe competitividade entre o Cl™ e a droga, a constante de adsorcio do Cl-

na membrana é:

. LCl” ,
I\-Cl“ = [—C(%[—ET—] . (436)

Sendo a densidade superficial de carga: o = ([LAH*| - [LAHCI) - [LCI])/[L1] e/ AL.
Para o calculo da densidade superficial de carga podem ser introduzidas correcoes
adicionais levando em conta, por exemplo, a expansao da membrana devida & incor-

poragao das moléculas de droga.
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4.5 Preparagao das vesiculas e incorporagio da droga

PC extraida de ovo é uma mistura de fosfolipidios com 0 mesmo grupo polar (fosfati-
dilcolinas) e diferentes cadeias de dcidos graxos. As amostras foram preparadas a partir
de uma solugao estoque de PC em cloroférmio (Sigma Co.) ou em cloroférmio/metano]
(Lipid Products) 100 mg/cc. Evaporando o solvente com um fluxo de nitrogénio, um
filme lipidico é formado nas paredes do recipiente e mantido sob vdcuo por duas horas
no minimo. Apés a adi¢io da solugio tampao (fosfato de potéssio 8 mM), & pH 5,5
ou 7 com ou sem NaCl 100 mM, as amostras foram agitadas (com vdrtice) durante
5 min[50,118].

No caso de lipossomos com cloropromazina, foram misturadas quantidades apro-
priadas da solugido estoque de PC e de uma solugio estoque de CPZ (13,5 mM em
cloroférmio) seguindo-se o mesmo prodecimento enunciado acima. A CPZ-HC] utilizada

foi obtida da Sigma Co..

4.5.1 Preparacao das amostras para as medidas de RPE

Depois de deixar repousar os lipossomos durante 20 min., incorpora-se uma aliquota
da solugdo estoque da sonda paramagnética (250 4M no mesmo tampio em que foram
preparados os lipossomos). .A preparagao foi incubada durante uma hora e entdo colo-
cada num tubo de quartzo apropriado para a medida de RPE.

As medidas foram realizadas num espectrémetro Varian modelo E-9 operado na
banda X de frequéncias, com uma poténcia de microonda de 10 mW. A varredura do

campo magnético foi de 100 G em 8 min. e a constante de tempo empregada de 0,3 seg.
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4.6 Medidas e resultados

4.6.1 Comportamento da sonda em auséncia de CPZ

Foram obtidos espectros de RPE e medidas as intensidades A7 (o) e A,(-1), para di-
ferentes concentragbes da sonda em solugao aquosa, na faixa 20-100 uM. Na figura 4.5
sao apresentados os valores de cada uma das duas amplitudes vs. a concentraciao da
sonda. Observa-se que, dentro da faixa de concentragoes estudada, esses graficos sao
lineares. Este resultado ¢ o esperado j4 que, como as amostras tém todas o mesmo
volume (V 2 50 pl), se a sonda esta na forma de monémeros (nao micelizada), entao, as
amplitudes do espectro devem ser proporcionais & concentragéo da sonda. Portanto, em
vez de considerar o pardmetro k7% = A7 (0)/n,, definiremos x;2 = k;? V que corresponde
a inclinagao da reta A7 (0) vs. concentragao total da sonda ([S3]). As intensidades do es-
pectro sao medidas em unidades arbitrarias, dependendo do ganho utilizado. Referindo

as intensidades ao ganho 5 x 102, obtemos ;% = 2,2 x 10° 1/mol.

50 I T T T
40 o A.(-1) -
0 A
[ ]
30| .
ci L)
3 D
~ 20 | -
10 |- .
0 L I I I
0 20 40 60 80 100
[SF] ()

Figura 4.5: Amplitudes A (0) € A,(-1) do espectro da sonda paramagnética em solucdo aquosa
(tampao fosfato 8 mM, pH 7) vs. concentragao da sonda. Cada ponto corresponde 4 média dos
valores medidos, tipicamente, para seis espectros de uma mesma amostra. As curvas continuas
correspondem ao ajuste linear aos dados experimentais pelo método de minimos quadrados.
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O parametro o = ﬁl—“% corresponde & inclinagio do grafico linear A () vs. Ag(-1)
(-

(fig.4.6), obtendo-se: o = (,538 £ (0, 006.

A0 (u.0.)

0 i0 20 30 40 50
Ay(-1) (u.a.)

Figura 4.6: A7 (0) vs. A,(-1) para a sonda em tampio fosfato 8 mM, a pH 5,5e 7. A
curva continua corresponde ao ajuste linear aos dados experimentais pelo método de minimos
quadrados.

Foram adquiridos, também, espectros da sonda paramagnética (20uM), em presencga
de varias concentracoes de lipidios dentro da faixa 20-100 mM. Para esses espectros

foram determinadas as intensidades A7 (0) e A,(-1) e fo1 calculado o pardmetro P, definido

p=AL0 A7
A7) o Ag(-1)

Por outrolado, A; (0) = k;*n, = kJ*(ny—n,) = B(k;*nr— A ) € AJ (0) = aAu(-1).

através da expressao 4.21 ( — 1), obtendo-se o gréfico da fig. 4.7.
Consequentemente, AZ(0), definida na equagéo 4.20 (A7(0) = AZ(0) + A (), pode ser
escrita como:

A7) = Br*[SF] + (1 — BaA.-). (4.37)

Sendo conhecido n7 e tendo sido calculados a e k%, ajustando a equagdo anterior aos

pontos do grafico A7(0) contra A,(-1) (fig. 4.8), obtemos g = 0,15 4 0,01, valor que

coincide com os publicados por outros autores[37,91].
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0 20 40 60 L 10) 100
[Lz] (mM)

Figura 4.7: P vs. concentragdo de lipidios, para 0,02 mM da sonda paramagnética em tampao
fosfato 8 mM, a pH 5,5 e 7. Em cada caso, a curva continua corresponde ao ajuste linear
aos dados experimentais pelo método de minimos quadrados e a curva tracejada corresponde
3 calculada segundo a equagdo 4.24 com P, = 0,22 (para [L7] = 50 mM). Nesta figura, assim
como nas seguintes, os pardmetros considerados para evaluar ¥, sao os indicados no texto.

A7(0) (u.a.)

0 | )| | J
D 2 4 6 8 10
Agz(-1) {u.al)

Figura 4.8: A7(0) vs. Aa(-1), para 0,02 mM da sonda paramagnética em presenga de vesiculas,
em tampao fosfato 8 mM,a pH 5,5e 7. A curva continua representa o melhor ajuste da expressao
4.37 aos dados experimentais, com a = 0,538, k7% = 2,2 X 10° 1/mol e o parametro de ajuste
#=0,15%0,01.
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As sonduas incorporadas na membrana, inicialmente neutra, dio lugar a uma dis-
tribuigiio superficial de cargas. No entanto, para as concentragoes de sonda ¢ de lipidios
utilizadas nesta experiéncias (no maximo 1 molécula de sonda cada 100 moléculas de
lipidios), espera-se, a partir da equagio 4.6, que o potencial elétrico resultante seja tal
que |¢| < kgT/e. O parametro P = Poe—ﬁ%, com P, = f K5% [L} (equacio 4.24),
¢ fungdo do potencial superficial. Se a carga superficial da membrana fosse nula, o
potencial superficial e, conseqgiientemente, P, para uma dada concentracéo de lipidios,
deveria manter-se constante ao variar a forca iénica. Para amostras da sonda (20 M)
em presenga de lipidios (50 mM) em tampao fosfato com diferentes valores da forga
16mica, a pH 5,5 e 7, foi obtido o parametro P (fig. 4.9). Segundo os resultados apresen-
tados nesta figura, P varia com a forga iénica, portanto, existe carga elétrica superficial
nas vesiculas. Se a membrana fosse neutra, a carga introduzida pela presenca da sonda
(positivamente carregada) deveria produzir um potencial superficial positivo que de-
cresceria ao aumentar a forga idnica, aumentanto o valor de P. No entanto, o efeito
observado € o oposto. Isto pode ser explicado pela presenga, na membrana, de impurezas
com carga negativa. Com esta hipétese e considerando a equacio 4.6, que relaciona a

densidade superficial de carga com o potencial superficial, foram ajustados os dados
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0.3 |
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<& pH 5.5
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Figura 4.9: P vs. forga iénica para a sonda em presenga de vesiculas ({Ly] = 50 mM), em
tampao fosfato a pH 5,5 ¢ 7. As curvas continuas representam o methor ajuste da expressao
4.24 aos dados experimentais, sendo obtido P, = 0,220 4 0,005.
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da figura 4.9, obtendo-se, para [Ly] = 50 M, P, = 0,220 £ 0,005 e que a impureza.
presente corresponde, para pH 5,5 ¢ 7, respectivainente, a 0,5% e 1,1% do total de
lipidios. Sendo que os lipidios utilizados para as niedidas a diferente pH sio os mesinos,
a diferenca obscrvada pode ser explicada se o pI; da impureza fosse proximo a 5,5.
Segundo as especificagbes do produto utilizado (99% de pureza) que néo foi purificado
posteriormente, uma impureza dessa ordem pode estar presente. Nos caleulos seguintes
sera levada em conta a presenca desta impureza assim como a presenca da sonda carre-
gada na membrana.

A expressao 4.6, que relaciona a densidade superficial de carga com o potencial su-
perficial, corresponde a uma geometria plana. No caso de vesiculas globulares seria
mais apropriado considerar a geometria esférica, porém para esta geometria a equagao
de Poisson-Boltzmann néo pode ser resolvida algebricamente. Entretanto, por um
lado, a geometria ¢ mais relevante quando se estuda a dependéncia do potencial com
a distdncia & membrana que quando, como em nosso caso, se estuda o potencial na
superficie[37,119]. Por outro lado, se o comprimento de Debye é muito menor que o
raio das vesiculas, a aproximagéo plana pode ser considerada razoivel[120], sobretudo

quando o potencial superficial ¢ pequeno. Por exemplo, no caso em que || < kgT/e,
ey

i TkgT — e Y i
podemos considerar e k57 =~ 1 7s7 T (57)°. Para a geometria plana, com esta

aproximaqao, obtivemos a relagao 4.8 (¢ = égﬂ—a) Para a geometria esférica, obtemos

pl.
pesd = a‘%ﬂ_}f’——f%), onde I é o raio da vesicula. Portanto, ?’besf 1 —EI-%R Assim, se

R >» 1/&, entéo ;besf >~ ], Nas condigoes experimentais deste trabalho, a temperatura é
25°C e o comprimento de Debye é sempre inferior a 34 A(valor correspondente & menor
forga i6nica utilizada, 8 mM) muito menor que o diametro das vesiculas externas dos
lipossomos multilamelares, tipicamente, em torno de 2 pm[59]. Portanto, para estimar
¥ = %1% em funcéo da densidade superficial de carga serd utilizada a expressao 4.6.
Em relacac a outros valores testados, bons ajustes sio obtidos considerando que
a 4rea por lipidio é 70A2 e que a fragéo de lipidios na camada externa (IL)/[L7)) é

aproximadamente 6%. Por outro lado, sendo estes valores, valores tipicos, ja que se

trata de lipossomos multilamelares[50,121], serdo adotados para as simulacoes e ajustes
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seguintes, sendo ao mesino tanpo testados nesses ajustes.

Assim, calculando, a partir dos equagnes 4.6 ¢ 4.24, o parametro P em fungao da con-
centragio de lipidios, obteinos as curvas apresentadas na fig. 4.7. Sendo P, = # K'5* |Ly},
podemos calcular o valor da constante de adsorgao da sonda, obtendo-se K5 =~ 479
1/mol, valor que coindice aproximadamente com os achados por outros autores(37,91].
A partir desta constante de adsorgfo pode ser calculado o trabalho para transferir um
mol de sonda da fase aquosa para a fase das vesiculas, sendo aproximadamente 1gual
a -4340 cal/mo). Considerando que o trabalho por mol de grupo CH; é da ordem de

-800 cal/mol[37,43], o trabalho total corresponde, aproximadamente, a 5 grupos CH,

penetrando na bicamada.

Foram adquiridos, também, espectros correspondentes a varias concentragoes de
sonda, em presenga de vesiculas ({Ly] = 50 mM).
Na fig. 4.10 é apresentado o grafico 4] (0) (proporcional a quantidade de sonda in-

corporada na membrana)} vs. concentragao total da sonda. Para baixas concentragoes

2.0

(0) (u.c.)

ki

A

0 20 40 60 80 100
(53] (M)

Figura 4.10: A7 (0) vs. concentragio da sonda paramagnética em presenga de vesiculas (tampéo
fosfato 8 mM, pH 5,5 e 7). A concentragao total de lipidios é 50 mM. Em cada caso, a curva
continua corresponde & relacio calculada teoricamente considerando o = 0,538, ;% = 2,2 x 10°
l/mole 8 =0,153.
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da sonda. o grafico ¢ lincar. No entanto, para concentracoes maiores, a incorporacao
da sonda comega a apresentar saturacio devido ao fato das moléculas adsorvidas mo-
dificarem apreciavelmente o potcncial eléirico superficial da membrana. Nesse caso,
a concentracac na interface, dada pela relagio de Boltzmann, é menor que a concen-
tragao volumétrica e, conseqlientemente, a fracao incorporada nao cresce linearmente
com a concentragao total. Para descrever quantitativemente este comportamento, foi
estimado o potencial superficial. A quantidade de sonda na membrana pode ser cal-
culada a partir da equagao 4.22 e, consegiientemente, pode ser calculada a intensidade
Aj(0) = x;72B[LS*] em funcho da concentragio total da sonda [S}], sendo obtidas as
curvas da fig. 4.10.

A partir da anélise espectral, foram obtidos também os valores do parémetro P
(fig. 4.11) e, considerando a equacao 4.24, foi calculada a curva teérica.

Considerando os dados experimentais apresentados na figura 4.12 que correspondem
a concentragoes conhecidas da sonda e da expressio 4.37, pode ser calculado o valor de
§ para cada concentragao da sonda. A média dos valores obtidos é 8 = 0,153 £ 0,008
que coincide com o valor calculado a partir do grafico da figura 4.8.

As curvas previstas teoricamente permitem descrever o comportamento observado
em todos estes casos, dentro do erro experimental. As intensidades medidas a partir da
analise espectral apresentam um erro da ordem de 1%. O erro no célculo do parametro
P, obtido a partir da propagagio de erros, é da ordem de 10%. Estima-se que o erro
nas concentragdes ¢ no maximo da ordem de 5%. Portanto, o modelo e os parametros
escolhidos (4rea por lipidio e fragdo de lipidios na camada externa das vesiculas) sdo

apropriados e serdo utilizados para o ajuste dos resultados.
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Figura 4.11: P vs. concentragao total da sonda, para os mesmos dados experimentais da figura
anterior. Em cada caso, a curva continua € a calculada teoricamente segundo a expressao 4.24,
com P, =0,22.
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Figura 4.12: A7 (0) vs. Ay(-1) para os mesmos dados experimentais da figura anterior. A curva
continua corresponde ao melhor ajuste da expressio 4.37, com a = 0,538, k72 = 2,2 x 10° 1/mol
e 0 pardmetro de ajuste § = 0,153 £+ 0,008.
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Outras séries de medidas foram feitas com lipidios obtidos da Lipid Products, em
tampao fosfato 8 mM, a pH 7, com ou sem 0,1 M NaCl. Foram seguidos os mesmos
Passos que no caso anterior.

A partir do valor de P calculado para diferentes valores do pH e da forga idnica,
com ou sem NaCl, obtivemos, para [Ly] = 50 mM, P, = 0,146 £ 0,008. Este valor
de P, é diferente do obtido para a preparagéo de lipidios da Sigma Co. Apesar de ter
sido seguido o mesmo procedimento para preparar as vesiculas lipidicas, a discrepincia
observada pode ser devida ao fato das vesiculas resultantes serem diferentes (por exem-
plo, diferente percentagem de lipidios expostos na camada externa das vesiculas) como
consequéncia de se ter partido de prepara¢des de lipidios em diferentes solventes.

O valor do trabalho necessario para transferir um mol de sonda da fase aquosa para
a fase das vesiculas é, neste caso, aproximadamente igual a —4111 cal/mol. Portanto, o
nimero de grupos CH; penetrando na bicamada, corresponde, como no caso anterior, a
aproximadamente 5. Existe também para estes lipidios, algum tipo de impureza carre-
gada negativamente em concentra¢io da ordem de 1% do total de lipidios.

Foram adquiridos, como no caso anterior, espectros da sonda (20uM), em presenca
de varias concentragdes de lipidios dentro da faixa 20-100 mM. O valores do pardmetro
P em fungéo da concentragio de lipidios, calculados a partir dos dados experimentais,
e a curva prevista tedricamente sao representados na fig. 4.13. Também, neste caso,
foram obtidos bons ajustes considerando que a 4rea por lipidio é 70A? e que a fragio
de lipidios na camada externa ([L;]/[L7]) é aproximadamente 6%.

Assim como no caso anterior, foram adquiridos espectros correspondentes a véarias
concentragbes de sonda, em presenga de vesiculas ([Lr] = 50 mM). As figuras 4.14, 4.15
e 4.16 sio equivalentes as figuras 4.10, 4.11 e 4.12 obtidas para a preparagfio anterior.

Neste caso, a partir da figura 4.16, obtemos § = 0, 149 &+ 0, 005.
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Figura 4.13: P vs. conceniragao de lipidios, para 0,02 mM da sonda paramagnética em tampao
fosfato 8 mM, a pH 7. A a curva continua corresponde ao ajuste linear aos dados experimentals

pelo método de minimos quadrados e a curva tracejada corresponde a calculada segundo a
equagdo 4.24 com P, = 0,146 (para {L7] = 50 mM).
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Figura 4.14: A (0) vs. concentragao da sonda paramagnética em presenca de vesiculas (tampao
fosfato 50 mM a pH 5,5 e 8§ mM a pH 7). A concentracdo total de lipidios é 50 mM. Em cada

caso, a curva continua corresponde a relagao calculada teoricamente considerando o = 0,538,
k72 =2,1x10°1/mol e § = 0,149.
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Figura 4.15: P vs. concentracdo total da sonda, para os mesmos dados experimentais da

figura anterfor. A curva continua é a calculada teoricamente segundo a expressao 4.24, com
F, =0,146.
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Figura 4.16: A7 (0) vs. Ag(-1) para os mesmos dados experimentais da figura anterior. A curva
continua corresponde ao melhor ajuste da expressio 4.37, com a = 0,538, k;? =

. 2,1x10° 1/mol
e o parametro de ajuste 5 = 0,149 £ 0,005.
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4.6.2 Incorporagao da CPZ nas vesiculas

Foram preparadas amostras da sonda 20 uM em presenga de vesiculas {concentragio
de lipidios 50 mM, utilizando os lipidios da Sigma) e de diferentes concentracoes da
droga, em tampio fosfato 8 mM, a pH 5,5 ¢ 7. Na figura 4.17 sio apresentados os
valores de P obtidos & partir da anélise espectral. Observa-se que, & medida que a
concentracio de droga aumenta, o valor de P decresce. Se a forma das linhas do
espectro da componente mais imobilizada néo € alterada pela presenca da drogs, entéao,
a diminui¢do de P indica a diminui¢ho da fracio de sonda incorporada nas vesiculas.
Como controle da forma das linhas foi considerado o pardmetro f§, sendo calculado
para cada concentragio de droga (ver fig. 4.18). Para altas concentracbes de droga,
f aumenta, indicando, presumivelmente, a desorganizagio da bicamada lipidica pela
presen¢a da droga. Para cada concentragio da droga, dentro da faixa em que f§ €
constante, foi calculado o potencial superficial ¥, a partir do valor de P, sendo obtidos
os pontos da fig. 4.19. Resolvendo o sistema de equagbes (4.26-4.28, 4.30-4.32) é possivel
achar uma relagéo entre ¥, e a fragio [Ay]/[L7]. Esta relagfio tem como pardmetros a
serem ajustados as constantes K2¥" e K?. Na figura 4.19 sio apresentados os melhores

ajustes, obtidos para pK? = 7,5 e KAH" > 108.
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Figura 4.17: P em fung¢io da fragdo da concentracio total de droga por concentrago total de

lipidios {A7]/[L7]. A concentragao de lipidios é 50 mM em tampio fosfato 8 mM. Os pontos
correspondem 2 média dos valores obtidos para duas ou trés amostras.
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Figura 4.18: 8 em fungao de {A7]/{L7] para as mesmas amostras para as quais foi obtida a
figura anterior. A concentragio de lipidios ¢ 50 mM. O erro no célculo de § é aproximadamente
0,02.
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Figura 4.19: ¢, em fungio de {A7]/[L7]. As curvas ajustadas correspondem a pK! = 7,5 e
a KAEY = 10%5( --- ), 10%(- - ), oo( ~—). O erro na determinagio de ¥, é aproximadamente
3 mV.
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Outras séries de medidas foram realizadas a partir de amostras da sonda 20 uM
em presenga de vesiculas {concentragho de lipidios 50 mM, utilizando lipidios da Lipid
Products) e de diferentes concentragoes da droga, em tampao fosfato 8 mM, a pH 7, com
ou sem NaCl 0,1 M. Na figura 4.20 s&o apresentados os valores de P obtidos a partir
da anslise espectral. Para estas amostras foi, assim mesmo, calculado § (ver fig. 4.21),
obtendo-se que f§ é aproximadamente constante na mesma faixa de concentragdes que
no caso anterior.

Para cada concentragao da droga, a partir do valor de P foi calculado o potencial
superficial ¢,, sendo obtidos os pontos da fig. 4.22. Em auséncia de droga, os valores de P
em presenca e em auséncia de NaCl sio diferentes. Este efeito pode ser devido & adsorgao
de C1- na membrana. Neste caso, devem ser consideradas as equagoes adicionais que
modelam a incorporagao de Cl- na membrana. Segundo a equagao 4.36, obtemos K¢ =
0,15, este resultado confirma valores que figuram na literatura[91]. Entretanto, ao
efetuar o ajuste tedrico nao parece necessario levar em conta a associagao de Cl~ com a
forma carregada da droga na membrana, considerada por outros autores[55]. A partir

do ajuste da relagio tedrica aos pontos da fig. 4.22, obtemos pK? = 7,9 e KA#* > 10°.
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Figura 4.20: P em fungio da concentragao total de droga por concentragao total de lipidios
[A7}/[L7]. A concentragfo de lipidios é 50 mM em tampaoc fosfato 8 mM a pH 7 com ou sem
NaCl 0,1 M. Os pontos correspondem 2 média dos valores obtidos para duas ou trés amostras.



112

0.4
| I ® T
0.1 | -
g (0]
.
g 02| .
0 © © o
¢ .0.8 OO0
0.1 - OpH 7, NoCl 0.1 M
® pH 7
0.0 1 I i
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
[Ar])/[L7]

Figura 4.21: § em fungio de {Ar]/[L7] para as mesmas amostras para as quais foi obtida a
figura anterior. A concentragao de lipidios é 50 mM. O erro no calculo de § é aproximadamente
0,02.
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Figura 4.22: ¢, em fungio de [A7}/[Lr]. As curvas ajustadas correspondem a pK} = 7,9
ea KAHT = 10%( ), 10%5( --- ), 103 ~- ), oo — ). O erro na determinagio de 1, &
aproximadamente 3 mV.
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4.7 Discussao

Observa-se que, para baixas concentragoes de CPZ, § é aproximadamente constante,
encontrando-se na faixa 0,15 £ 0,02, entretanto, como pode-se observar na fig. 4.21, 8
apresenta, aparentemente, um minimo e, a partir de uma certa concentragao de CPZ,
B aumenta. Uma variagao de 8 pode ser devida a modificagio da componente espectral
da sonda na membrana ou a apari¢io de uma nova componente. No primeiro caso, uma
modificagéo do valor de 4 indica a alteragao do estado da bicamada lipidica de tal modo
que, se a bicamada é desorganizada, a largura das linhas do espectro correspondente a
sonda nas vesiculas decresce e, portanto, # aumenta. No segundo caso, o surgimento de
uma nova componente pode ser consequéncia, por exemplo, da formagao de micelas de
CPZ para concentragoes da droga tais que a concentragio na solucdo esta acima da cme.
Entretanto, a partir da analise dos espectros obtidos para amostras da sonda 20 gM e
CPZ 10 mM, em auséncia de vesiculas, em tampao fosfato 8 mM, NaCl 100 mM a pH
7, condi¢des em que a droga esta micelizada, nao é observado alargamento das linhas
que indique a incorporagao da sonda nas micelas de CPZ.

O fato de # crescer com a concentragio de CPZ é presumivelmente indicador de um
aumento de fluidez e/ou desordem da bicamada, consistente com o poder fluidificador
da CPZ{83,122]. Este efeito poderia ser conseqiiéncia também da formagao de agregados
micelares]11] que podem levar ao rompimento da bicamada.

Em qualquer caso, se o estado da bicamada é alterado, a adsor¢do da sonda nao
é func@o unicamente do potencial superficial. Neste caso, espera-se, também, que as
constantes de adsorcio da droga sejam modificadas. Portanto, foram considerados nos
ajustes somente os pontos dentro da faixa de concentracées em que # permanece prati-
carnente inalterado e emn que, conseqiienternente, a incorpora¢io da sonda é governada,
principalmente, por efeitos eletrostaticos. Valores de # na faixa 0,15 £ 0,02, mesmo em
auseéncia de farmacos, estdo dentro do erro experimental, como observado também por
outros autores|37].

Os valores de pK} encontrados a partir dos ajustes para cada uma das duas pre-

paragbes de lipidios (7,5 € 7,9) coincidem dentro do erro experimental com o valor
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determinado por outra técnica (7,8)[55). O valor de pX} é inferior ao valor que corres-
ponde a fase aquosa pK? = 9,3, ou seja que, na membrana, o processo de ionizagao
da droga ¢ deslocado no sentido de ser favorecida a forma neutra da droga, consistente
com o discutido no capitulo 3 sobre a ionizagio da droga em micelas. Por outro lado,

a
dado que as constantes de adsorgao da droga na membrana sao tais que Eﬁ;gi = Rﬁ;,

)
o resultado obtido indica que a constante de adsorgio da forma neutra é maior que a
da forma carregada.

Nas figuras 4.19 e 4.22 s@o apresentadas curvas obtidas para diferentes valores da
constante de adsorc¢io, observa-se que, dentro do erro experimental, na faixa de concen-
tragdes estudada, nao existe diferenga apreciavel entre as curvas tedricas obtidas para
KAH' > 103, As curvas continuas correspondem a KA#* ~ o0, Portanto, nas condigdes
experimentais estudadas, o valor da constante de adsorgao nio pode ser determinado
com maior precisdo. Segundo os resultados obtidos por outros autores[55,113], mediante
técnicas diferentes, a constante K4¥" ¢ da ordem de 10%, consistente com o valor limite
encontrado.

Como o coeficiente de particio da CPZ entre a membrana e a solu¢io aquosa é
muito alto, s6 é possivel determinar, nas condigbes experimentais estudadas, um limite
inferior para o valor da constante de adsorgiio da forma carregada da droga, entretanto,
por exemplo, para outras drogas menos hidrofébicas ou mudando as condigoes experi-
mentais, o método pode ser extremamente util.

Por outro lado, para estimiar o potencial superficial fizemos a suposigio de que as
vesiculas multilamelares, formadas tanto em presenga quanto em auséncia da droga,
apresentam sempre a mesma porcentagem de lipidios expostos. Se esta suposi¢io nio
fosse valida entdo o valor de P, mudaria com a concentragio de droga, sendo afetada,
assim, a determinacao de 7,. Provavelmente, o erro experimental poderia ser reduzido
com a utilizagdo de vesiculas unilamelares de tamanho bem definido e incorporando-se

a droga apos formadas as vesiculas.



Capitulo 5

Desnaturacao térmica da Ca**-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico em presenca de

dibucaina

Em alguns trabalhos anteriores[88,124,125], mostrou-se que os anestésicos locais
afetam a fungdo enzimatica da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (RS), no en-
tanto, o sitio de agdo dos anestésicos e as mudangas estruturais por eles induzidas nao
sao ainda bem conhecidas, tendo sido levantadas diferentes hipétesis. Mesmo sendo pre-
sumivel que a Ca**-ATPase nio seja o alvo dos anestésicos, o RS, rico na Ca**-ATPase,
¢ um sistema mais realista que os sistemas artificais, é bem caraterizado e, portanto,
constitui um modelo apropriado para o estudo da agio anestésica.

Neste trabalho, estudamos os efeitos de um anestésico local, a dibucaina cuja estru-
tura molecular é apresentada na fig. 5.1, em membranas do RS.

Considerando que, segundo discutido no capitulo 2, os anestésicos interferem com
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muitos processos na menibrana envolvendo Cat? | efetuamos um estudo comparativo dos

efeitos da dibucaina ¢ do Ca** sobre a desnaturagho térmica da Ca**- ATPase.

[
C— NH{CH;)zN{(CH2CH3 )2

N O(CH2)3CH;

Figura 5.1: Esquema da estrutura molecular do anestésico dibucaina.

5.1 Vesiculas do reticulo sarcoplasmatico

Os musculos estriados sdo compostos por células alongadas contendo filamentos de
actina e miosina ordenados em unidades, chamadas miofibrilas, que se contraem na pre-
senga de Ca**. O reticulo sarcoplasmético (cuja morfologia é esquematizada na fig. 5.2)
€ um compartimento delimitado por uma membrana que forma uma rede de canais en-

volvendo as miofibrilas e constitui um reservatério de Ca*+.

cT L TT

MF

Figura 5.2: Esquema do reticulo sarcoplasmético (em preto), distribuido em torno das miofi-
brilas (MF') de uma célula de misculo estriado. Os tibulos transversais (TT) s&o invaginacdes
da membrana celular. No esquema, sao indicadas as porgoes longitudinais (L) e as cisternas
terminais (CT) do reticulo.
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Quando um estirnulo despolarizante chega na mcinbrana celular, se propagando pelos
tibulos transversais (invaginagdes da membrana celular que a comunicam com as cis-

ternas terminais do reticulo), induz a liberagao de Cat*, produzindo, assim, a contragao

muscular[126].

5.1.1 Ca*t-ATPase

A Ca**-ATPase que constitui 90% da composicao proteica do reticulo (quase 100%
nas regioes longitudinais) efetua o transporte ativo de Ca** para o interior do reticulo
sendo entao responsdvel pela relaxacao muscular. A estrutura terciaria da Ca**-ATPase
consiste, basicamente, em véarios dominios globulares orientados para o exterior do
reticulo {dentre os quais, os dominios de fosforilagio e de hidrdlise de ATP) e uma
regido transmembranar formada por 10 hélices o que atravessam a bicamada lipidica.

Um esquema da estrutura desta proteina é apresentado na fig. 5.3.
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Figura 5.3: Esquema da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmdtico.

A enzima pode apresentar pelo menos dois estados funcionalmente diferenciados,
um em que o sitio de ligacdo de Ca** se encontra exposto ao citoplasma, com alta
afinidade (0,2-2 uM), e outro em que o sitio estéd exposto ao interior do reticulo, de

baixa afinidade (1-3 mM).
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5.1.2 Composigao lipidica

A composigao lipidica, assim como o estado estrutural da membrana, é de funda-
mental importancia para o funcionamento da Catt-ATPase. A remocgao de lipidios pode
produzir uma completa perda de atividade enzimatica e a reincorporagio restaurs-la,
sendo necessario um minimo de 30 fosfolipidios por proteina para a conservacao da
atividade[19,126]. No reticulo sarcoplasmaético, a relagao molar fosfolipidios:proteinas
é aproximadamente 75:1[127]. A composicho lipidica do reticulo é, tipicamente, a

seguinte: 65% PC, 19% PE, 12% PI e 4% PS[127].

5.1.3 Preparacao de vesiculas de RS

As vesiculas do reticulo sarcoplasmatico foram isoladas dos msculos das costas e
patas traseiras de coelhos brancos de N. Zelandia, essencialmente, como descrito na
referéncia [128]. Diferentes fragbes do reticulo foram obtidas utilizando uma solugio
com gradiente de densidade de sacarose (25%, 28% e 32%): o material é depositado,
inicialmente, sobre a superficie da solugdo, sendo centrifugado a 24.000 rpm durante
um tempo minimo de 10 h.[129]. A fracio na interface 25%-28% é constituida, basica-
mente, por tubulos T; a fra¢io na parte superior da faixa de sacarosa ao 28% consiste
em tubulos T e cisternas terminais. A fragao na interface 28%-32%, denominada fracgao
leve (RSL), corresponde as regices longitudinals do reticulo. Entre 90% e 100% da com-
posicido proteica desta fragho é representada pela Ca*t-ATPase, sendo a calsequestrina
a principal das proteinas restantes. O precipitado, na parte inferior da faixa ao 32%,
corresponde & denominada fracao pesada (RSP), constituida por diferentes regides do
reticulo e podendo conter, também, tubulos T. Esta fra¢do é aproximadamente 75%
rica na Cat*-ATPase, outras proteinas presentes sio a calseqiiestrina e a glucoproteina
intrinseca. A composi¢ao proteica de cada fragéo obtida fo1 testada mediante a técnica
de separagio eletroforética[130]. Nas experiéncias, foi utilizada a fracido RSL ou a fragio
RSP sempre que a porcentagem de Ca**-ATPase fosse superior ao 78%. A concentragao
proteica de cada amostra foi determinada pela técnica de absorgéo 6tica[131], utilizando

albumina de soro bovino como padréo.
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5.2 Estudo das interagoes membrana-anestésico mediante téc-

nicas de analise térmica

Segundo j4 mencionado no capitulo 1, as proteinas podem sofrer mudangas in-
tramoleculares, quando o meio é alterado. Uma proteina pode assumir vérias con-
formagoes devido a flexibilidade que lhe conferem algumas das ligacdes entre os 4tomos
que compoem a cadeia. No entanto, os aminodcidos da proteina também interagem en-
tre si e com as moléculas do solvente, através de ligagdes nao covalentes (principalmente
ponte de hidrogénio). Como resultado dessas interagoes, em geral, sé uma das possiveis
conformagoes ¢ estével e, assim, a protefna se organiza espontineamente{52,53]. Algu-
mas porcoes das proteinas se organizam segundo padroes comuuns, tals como as hélice
a ou as cadelas completamente extendidas (que podem formar planos 3). Estas regides
podem ser classificadas como cristalinas, e as por¢des desorganizadas (cadeias com do-
bras aleatérias) como amorfas. Uma dada molécula proteica pode ser cristalina ou
amorfa, de forma total ou parcial. Quando o meio é alterado (variagio de temperatura,
de pH, de concentragio de substéncias, etc.), as interagdes fracas sio alteradas e, nesse
caso, a conformagio nativa da proteina pode sofrer modificagdes. O processo pelo qual
a estrutura tercidria da proteina ou de um dominio da mesma sofre uma, modificagéo,
sem ruptura de ligagbes covalentes, passando de um estado organizado a um estado
desorganizado, ¢ denominado desnaturagdo[53]. A desnaturaciio pode ser interpretada
como uma transi¢ao de fase do estado cristalino ao estado amorfo, podendo ser detetada
por técnicas de andlise térmica.

Estas técnicas séo uteis para o estudo de macromoléculas tais como as proteinas|26].
Basicamente, permitem registrar transices em funcao da temperatura e determinar os
parémetros termodinédmicos caracteristicos dessas transicoes. Através destas técnicas,
¢ possivel obter informacéo sobre a proteina, de forma global ou sobre dominios es-
pecificos, sobre a interagao entre dominios ou sobre os efeitos de ligantes[30]. Dentre

estas técnicas, uma das mais utilizadas[31] é a calorimetria diferencial de varredura
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(DSC) que permite medir a capacidade calorifica relativa de um sistema como funcio
da temperatura.

Dado que as vesiculas de reticulo sarcoplasmatico sao sistemas bem caraterizados
(composigao lipidica, estructura e funcionamento da Catt-ATPase), constituem um
modelo apropriado para correlacionar mudancas estruturais com mudancas funcionais,
permitindo estudar, em particular, as interagdes membrana-anestésico e os efeitos destas
drogas sobre a fun¢ao enzimatica.

Neste trabalho, é realizado um estudo comparativo dos efeitos do Ca** e da dibucaina
sobre a estabilidade de diferentes dominios da Cat**-ATPase, atraves da desnaturacao
térmica da Ca**-ATPase, utilizando a técnica de DSC. Esses resultados sao correla-
cionados com aqueles obtidos mediante a técnica de inativagio térmica do transporte

de Ca** e com resultados prévios sobre a inativacio térmica da hidrdlise de ATP.

5.2.1 Calorimetria diferencial de varredura

Para as medidas feitas mediante a técnica de calorimetria diferencial de varredura
(DSC), as amostras de RS foram suspendidas em tampao TES 10 mM, KCI 100 mM,
DTT 5 mM a pH 7, sendo a concentragao de Ca**-ATPase 4 mg/ml e as concentragdes
de dibucaina e de Ca** variaveis. Como referéncia foi utilizada a mesma solucio sem
vesiculas de RS.

A dibucaina (base livre) fol obtida da Sigma Co. As solugdes de dibucaina foram
preparadas adicionando o tampéo a baixo pH (antes de ser ajustado ao valor desejado)
a aliquotas de uma solugao estoque de dibucaina em etanol, tendo sido previamente
evaporado o solvente. A solucdo fol agitada com vortice a, aproximadamente, 90 °C,
para facilitar a solubilizagao.

A concentragido de Ca** livre foi controlada mediante uma solugéo de CaCl,/EGTA
em concentragdes calculadas utilizando as constantes de associagao publicadas na re-
feréncia [132].

As amostras foram sempre degasificadas (a 0°C) em vacuo durante 5 min., antes
de serem carregadas nas cavidades do calorimetro (1,2 ml). Uma vez em equilibrio a

aproximadamente 4°C, a amostra e a referéncia foram aquecidas até 100 °C, a pressio
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constante (1,5 atm). Uma segunda medida foi realizada logo apés equilibrar os conteidos
das cavidades novamente a 4°C. A velocidade de aquecimento para todas as varreduras
foi 1°C/min. Os perfis de DSC foramn obtidos utilizando um calorimetro Microcal-2

interfaceado com win computador DEC Pro 380.

5.2.1.1 Analise dos perfis obtidos pela técnica de DSC

Esta técnica permite obter a capacidade calorifica relativa, a pressao constante, como
fungao da temperatura. As cavidades do calorimetro para a amostra e a referéncia pos-
suem os seus respectivos detetores de temperatura e elementos aquecedores. A amostra
e a referéncia, com capacidades calorificas similares, sdo aquecidas a pressao constante
de modo tal que as respectivas temperaturas coincidam em cada instante, aumentando
linearmente com o tempo. Nestas condigdes, quando a amostra sofre uma transicio de
fase e a referéncia néo, os fluxos de calor entregues a cada uma delas sao diferentes,
porque a amostra absorve ou cede calor durante a transi¢io, e o fluxo diferencial de
calor € proporcional ao calor especifico relativo a pressiao constante.

Um perfil obtido pela técnica de DSC caracteristico de amostras contendo vesiculas
de reticulo sarcoplasmaético (fragho RSL), no meio descrito previamente, em presenca de
1 mM Cat**, é apresentado na figura 5.4. Este perfil apresenta varios picos endotérmicos
que correspondem a desnaturacio de diferentes dominios da Cat*-ATPase, como serd
discutido na segdo de resultados.

A linha de base foi corrigida substraindo-se do perfil da primeira varredura aquele
obtido a partir da segunda varredura. Uma outra corre¢io que leva em conta a diferenga
do calor especifico da proteina, antes e depois da desnaturagao, foi feita segundo um
procedimento sugerido por Hemminger e Hohne[133].

As curvas corrigidas correspondem ao calor especifico em excesso (devido & transigao
de fase) e podem ser ajustadas mediante uma equagao que prediz a forma do perfil. Nas
condigbes experimentais estudadas, o processo de desnaturagdo € irreversivel[38,134],

podendo ser representado segundo:
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N 5 D,

onde N e D correspondem, respectivamente, aos estados nativo e desnaturado da Cat+-
ATPase, sendo k & constante de desnaturagao fungao da temperatura T, tal que a

concentragao de proteina no estado nativo, em fungéo do tempo, ¢ dada por:

d[N({t
= —KT@)) [N(1)). (5.1)
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Figura 5.4: Perfis, obtidos mediante DSC (primeira e segunda varreduras da mesma

preparagao), tipicos de uma amostra de RSL em TES 10 mM (pH 7) contendo KCl 100 mM,
DTT 5mM e Ca*t 1 mM. Concentragao proteica: 4 mg/ml. Velocidade de varredura: 1°C/min.
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A dependéncia da constante de desnaturagao com a temperatura pode ser descrita

através da rclacao de Arrhenius:

B(T) = eA=Eal1T 1 /g, (5.2)

onde F, é a energia de ativagio, 4 uma constante, R a constante universal dos gases e
T a temperatura em graus Kelvin.

Por outro lado, T' varia linearmente com o tempo, com velocidade constante v, entéo,
T'=1T, + v, onde T, é a temperatura inicial, ao tempo ¢t = 0.

A equacao resultante da substituicdo da relaciio 5.2, na equacio 5.1, levando em

conta a dependéncia temporal da temperatura € a seguinte:

7 E
ﬂ%{ﬁl = —* TR [N(1)). (5.3)

Por outro lado, supondo-se que a variagdo da concentracio de proteina no estado
nativo é proporcional & variacao de entalpia: %% = —cgégl = ¢ k|[N], onde ¢ é uma

constante de proporcionalidade igual a entalpia calorimétrica AH,. Levando em conta

que v df = dT, entéo, a capacidade térmica em excesso, a pressao constante, ¢ dada por:
(1) = G|, = & k(T) [N(T)] (5.4)

Conhecendo os pardmetros E, e A, a equagdo 5.3 pode ser resolvida numericamente e,
conhecendo adicionalmente o parametro AH,, a expressao 5.4 permite simular o perfil
de DSC. Entretanto, para obter esses pardmetros a partir do ajuste da expressio 5.4
para C7. as curvas experimentais, foi utilizada uma solu¢io analitica aproximada[135].

AR

tura no tempo {., e que v.({ — 1) < T. (0 qual é vdlido no nosso caso). Neste caso, a

A aproximacio se baseia em considerar T = T, +v.(t — 1), onde T, = £& ¢ a tempera-

constante de desnaturacéo pode ser aproximada por:
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A(T) = eA-Eo/RT _ (‘.A T e~ T
Assim, a equagao 5.3 pode ser integrada analiticamente, obtendo-se a expressio:

T—7T,

N(T) = V), s 7% (

[y ]
o
e

onde [N], é concentragio micial de proteina no estado nativo.

Substituindo-se a expressiao 5.5 na relacio 5.4, é obtida uma expressio andlitica
aproximada para C;*. Em cada caso, os parametros E,, A e AH, foram determinados
ajustando esta expressao aproximada & curva experimental, mediante um programa
baseado no algoritmo Simplex|136].

A temperatura de transigao T}, é definida como a temperatura a qual a metade do

material total estd desnaturado: [N(T,)] = [N]_ /2.

5.2.2 Inativagao térmica do transporte de Cat+

Para estimar o transporte de Ca**, fot medida a absorbancia do arsenazo 111 ligado ao
Ca*t externo (A = 660 nm), proporcional & quantidade de Ca** externo e, portanto,
indicador da quantidade de Ca** transportado{137]. Foi utilizada uma solugio de
KH,;PO, 100 mM, MgSOy4 5 mM, CaCl, 50 uM, ATP 0,4 mM, arsenazo 111 100 uM e
~50 pg de proteina/ml (RSL), a pH 7. O transporte de Ca** foi iniciado incorporando
ATP.

A absorbancia foi medida em fun¢éo do tempo a cada 3 segundos, a temperatura
ambiente (25°C). Para as medidas de absorbancia de amostras de 1 ml, foi utilizado um
espectrometro HP8451. A atividade foi determinada a partir da inclinagio da por¢io
linear da curva de absorbancia vs tempo. Na figura 5.5 é apresentado um grafico de

absorbancia vs. tempo para as medidas de transporte de Ca**.
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Figura b.5: Absorbancia de arsenazo I1I (660 nm) vs. tempo, em presenga de vesiculas de
reticulo sarcoplasmatico e dibucaina 1 mM (s}, apds exposigao a 44°C durante 2 min. (o). O
instante em que é incorporada ATP é indicado na figura.

5.2.2.1 Analise da inativa¢io térmica do transporte de Ca**

Como foi dito previamente, podemos considerar que a Cat*-ATPase pode encon-
trar-se, basicamente, em dois estados: diferenciados pela localizagdo e afinidade do
sitio de ligagao de Ca**. Denominaremos E e E’ aos estados em que esse sitio se
encontra exposto ao citoplasma e ao interior do reticulo, respectivamente. O transporte
de Ca** pode, entdo, ser descrito segundo o processo:

Cal,+ E —» Ca**E — Ca'™tE' — Call + F,

rrd

onde Cal}, e Cal} representam, respectivamente, o Ca** no exterior e no interior do

reticulo. Se k; é a constante do processo de transporte global:

Car* + E X% Calt + E,

ext tni
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entao, a velocidade de transporte de Catt (v;) pode ser escrita como:

ot
Aol _ 1, [B] [Caz), (5.6)

vy = —

onde [E] e [Call] correspondem &s concentragoes da enzima no estado E e do célcio

externo, respectivamente.

Por outro lado, a enzima pode passar a um estado mnativado I, estado em que é

incapaz de efetuar o transporte ionico, segundo:
ky
E =1,

onde k, é a constante de inativagéo, fun¢iio da temperatura, tal que

%%l - —-k,' [E]

Portanto, [E(1)] = [E(t,)] e %U~*)  Assim, quando a enzima é exposta a uma
temperatura elevada T,, ¢ inativada segundo a constante k;{T.). Depois de exposta &

temperatura 7, durante o intervalo de tempo t, —t,, a concentracido de enzima no estado

ativo é:
[E] = [E(t,)] e~ k{Te) (te-to)
Neste caso, a partir da equagéo 5.6, para a velocidade de transporte, temos:
v, =k [E(t,)] [Catt] e FitTe) {te=to)

A velocidade de transporte de Catt, v, depende do tempo de exposigiao através do
fator exponencial, portanto, mediante o célculo da inclinagao do gréfico v,, em escala
logaritmica, vs. 1., obtido a partir da exposi¢ao de amostras & temperatura T, durante
diferentes intervalos de tempo t, — t,, é possivel conhecer a constante k(7).

O procedimento anterior foi repetido para diferentes temperaturas de inativagao 7,.
A velocidade de inativacio foi representada em escala logaritmica em fun¢do do in-
verso da temperatura. Se a constante de inativagao segue a lei de Arrhenius: k(7T) =

e~ E/RT 1 /5, entéio, a partir do gréfico k;, em escala logaritmica, vs. 1/7T, podem ser



determinados os pardinetros E, ¢ A que permitem o calculo da temperatura critica T,

As amostras de RS (4 mg de proteina/ml) foram expostas a temperatura de ina-
tivagao na mesma solu¢ao utilizada para as medidas pela técnica de DSC. Para cada
temperatura de exposigio T;, varias amostras foram incubadas a esta temperatura du-
rante diferentes intervalos de tempo. A inativacio foi detida esfriando bruscamente as
amostras a 0°C e adicionando a solugao apropriada para as medidas de atividade. Estas

medidas foram realizadas segundo enunciado previamente.

5.3 Resultados

5.3.1 Calorimetria diferencial de varredura

A linha de base do perfil apresentado na figura 5.4 foi corrigida como descrito anteri-
ormente, obtendo-se o perfil da figura 5.6. Este perfil é representativo daqueles obtidos
a partir de diferentes preparactes, apresentando normalmente dois picos endotérmicos:
um deles centrado em torno de 50 °C (1) e outro centrado em torno de 60 °C (2). O
tercero pico situado perto de 70 °C néo estd presente em todas as preparacdes e pode
ser devido a alguma impureza nao identificada, portanto, nao serd discutido.

O desdobramento que, em alguns casos, apresenta o primeiro pico é devido a uma
transicao exotérmica superposta a transigao endotérmica, pois, dependendo da concen-
tracao proteica (abaixo de 2 mg de prot./ml), o perfil pode atravessar a linha de base
(Cp negativo). Por outro lado, essa transigio exotérmica néo é observada utilizando
outras técnicas como a fluorescéncia[134]. Outros autores[38] que, mediante a técnica
de DSC, também observaram essa transigdo, atribuem seu aparecimento a agregacao
das vesiculas induzida pelo processo de desnaturacao.

Apds aquecer as amostras a 100 °C, nenhum pico é observado ao fazer uma nova
varredura, indicando que sob estas condigoes todas as transicdes sio irreversiveis.

A curva corrigida pode ser ajustada mediante a expressdo 5.4 que prediz a forma do
perfil obtido por DSC. Se existem vérias transigoes, o perfil global é obtido por super-
posigao dos perfls individuais. A figura 5.6 mostra a curva simulada que melhor ajusta o

perfil experimental. A porgéo correspondente & exoterma nao foi considerada ao efetuar
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Figura 5.6: Perfil, obtido mediante DSC, tipico de uma amostra de RSL em presenca de
Ca** 1 mM. A linha de base foi corrigida (perfil original na figura 5.4). A linha pontilhada

representa o melhor ajuste. Os pardmetros do ajuste (Eo(KJ/mole), A, AH {1/g)) s3o, respec-
tivamente:

para a transigao 1: 603, 219,6, 14,5 (T, = 49,9°C),
para a transi¢io 2: 320, 1098, 5.0 (T5n, = 59,0°C).

os ajustes. O cdlculo dos pardmetros das transigdes foi feito a partir do melhor ajuste da
expressao 9.4 aos dados experimentais segundo descrito previamente. A concentraciio
proteica escolbida (4 mg prot./ml) permite uma estimativa mais precisa dos pardmetros
caracteristicos das transigdes.

O perfil apresentado na figura 5.6 mostra que a Ca**-ATPase, em presenca de
Ca** 1 mM, desnatura-se em duas etapas. Bdsicamente, dois mecanismos podem
ter lugar: a proteina pode sofrer duas mudangas conformacionais em forma global ou
dois dominios diferentes da proteina podem sofrer mudangas conforinacionais separada-
mente. Mediante a técnica de DSC, nao é possivel distinguir entre estes dois casos. No
entanto, esta desvantagem da técnica € compensada pela capacidade de detetar todas as

transigées. Estudos por fluorescéncia desenvolvidos por outros autores{134], permitem
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identificar estas transigoes como correspondendo a desnaturagao de dois dominios dis-
cretos: o dominio I, que inclui os dominios funcionais de ligacio de ATP, fosforilagio
e transdugao, e o dominio II, que inclui a por¢ao da proteina composta pelas hélices o
que atravessam a membrana e, provavelmente também, o dominio de ligacio de Ca**.
Brevemente, o dominio I pode ser reconhecido medindo a intensidade de fluorescéncia
da Ca**-ATPase marcada con FITC, que se liga ao residuo de lisina localizado nesse
dominio, e o dominio II medindo a fluorescéncia intrinseca da proteina devida & presenca

de residuos de triptofano localizados principalmente na regifio de hélices a.

5.3.1.1 Efeito do Ca*t sobre a estabilidade térmica da Catt-ATPase

Na figura 5.7, sio apresentados perfis (com corregio de linha de base) obtidos por
DSC a partir de amostras de RS contendo diferentes concentracoes de Catt livre.

Foram realizadas experiéncias de controle utilizando diferentes quantidades de Ca**
e de EGTA produzindo a mesma concentragho de Ca*t livre, verificando-se que os
resultados somente dependem da concentracio de Ca*t livre.

Os pardmetros termodindmicos E,, A e AH, obtidos a partir do ajuste destas curvas
e a temperatura 7;,, para cada transico, sdo apresentados na tabela 5.1. Os pardmetros
E., A e AH, ndo variam significativamente ao variar a concentracio de Ca**, no en-
tanto, a presenga de Ca** estabiliza ambos dominios cujas temperaturas de transicao
aumentam ao aumentar a concentragdo de Cat¥, sendo o dominio Il mais sensivel & pre-
senga do cation. Para altas concentragbes de Cat* (acima de 50 mM), o perfil obtido
pela técnica de DSC é qualitativamente diferenté, presumivelmente devido & agregacgao
de vesiculas[138}, e serd discutido mais adiante.

Na figura 5.8, séo representadas as temperaturas de desnaturagio Tn, e Ty, em

funcao da concentragio de Ca** livre.
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Figura 5.7: Efeito do Ca** sobre os perfis, obtidos mediante DSC, de amostras de RSL. Os di-
ferentes perfis (com a linha de base corrigida) correspondem as concentragbes de Ca** indicadas
na figura. Outras condi¢des experimentais segundo indicado na fig. 5.4.

[Ca*™] Transigo 1 Transigao 2
(M) E, (xyyma) | A AH(11g) | T (°C) | Ea (x3fma) | A AH (15) 1 Ton (°Q)
] 564116 2066 1342 48,840,1 | 269119 9517 4,410,3 48,2402
5310~% | 580 211 10 49,5 300 106 4,512 50,1
1,0 1074 | 650 237 8,5 49,5 250 87 5,5 52,1
3,2107% | 64040 234+15 | 9,210,3 { 49,640,2 | 325425 11349 3,5&1 55,4407
1,0 102 | 59953 218420 | 11,543 49,8102 | 309434 106:£12 | 4,0£1,6 59,0109
3,210°3 | 530 192 12 50,0 350 120 44 61,6
1,010°2 | 52743 191412 11,241,2 | 49,910,1 { 31535 108+12 | 5,741,1 61,7:£0,6
2,6107% | 480 174 13 49,3 300 102 b 61,5
5,01072 350 121 2,2 59,8

Tabela 5.1: Pardmetros termodindmicos para a desnaturagao térmica da Ca**-ATPase em
presenca de Cat*.

A energia de ativagao F,, a constante A da relagao de Arrhenius e a en-

talpia calorimétrica AH, sdo determinados a partir do ajuste dos perfis obtidos mediante DSC,
segundo descrito previamente. T,,, a temperatura na qual metade do material estd desnatu-
rado, é determinada a partir dos parametros E, e A, Os erros dos parimetros de desnaturagio
correspondem ao desvio padrio médio dos valores obtidos para varias preparagoes.



131

I ] ] T
o T,, ¢ ¢ o
60 I T, ® -
! ¢
° ¢
&5
[ ]
so?_ 2o o © © © o A
| i | i |
107% 10-% 104 1073 1072 107!
[Ca™] (M)

Figura 5.8: Dependéncia das temperaturas de desnaturagao 7y,, € Tin, com a conceniragio de
Cat* livre.

A partir dos resultados apresentados na tabela 5.1 e nas figuras 5.7 e 5.8, observa-
se que as temperaturas de desnaturagao T, e T,,, se deslocam em presenca de Ca**,
sendo que, dentro da faixa de concentracdes de Ca** estudadas, a temperatura de
desnaturagao 7,,, sofre uma variagdo de mais de 10°C. Para extrair mais informagéo
destes resultados, tentaremos descrever o efeito observado.

Em presenga de uma substancia X (como, por exemplo, o cdlcio) que podé ligar-se a
Cat*-ATPase, existem duas populagdes da proteina nativa correspondentes a proteina
livre do ligante (V) e & proteina com n sitios de ocupagio associada ao ligante X (N.X,).
O processo de desnaturacio de cada uma das duas formas (N e N X,,) pode ser descrito
segundo:

ko

N = D,

NX, *, px,.,

onde as respectivas constantes de desnaturacio k, e k. dependem da temperatura

através de relagdes andlogas a descrita na equagéo 5.2:

T"Tcﬂ
ko(T) = efemBao/RT _ Ae™7 (5.7)

T-Tc o
koo T) = eAx—Bawl/RT _ g™ 77 (5.8)
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Nos casos extremos em que a substincia X esteja ausente ou em concentracées
que garantam a saturagao dos sitios da proterna, unicamente uma das duas espécies
da proteina nativa (N ou NX,) estd presente. Nesses casos, interessa sé uma das
duas equagdes e o problema se reduz ao descrito anteriormente. Para concentracbes
intermedidrias, consideraremos que o processo de associagao da substancia X & proteina

nativa pode ser descrito por:
K
N+nX & NX,
onde n é o grau de cooperatividade e K, a constante de equilibrio dada por

K, = .
T vx,)

Em primeira aproximagéo, podemos supor que a variacio da constante K, com a
temperatura ¢ desprezivel na faixa das transigdes de fase. Como foi utilizada uma
solugao tampédo de Ca/EGTA, podemos considerar que glci—?—l = 0. Levando em conta,

também, que

d Ntt = k(T (1)) [N(1)],
d NX;n Dl = ko T()) [INX()),

a concentragio total de proteina no estado nativo em fungao do tempo é dada. por:

(V] zthXn]) ~(ko + koo [X]"/K4)[N]

SIVRR XD 69

Resolvendo esta equagéio numericamente, para valores dos parametros similares aos
calculados a partir dos dados experimentais, e considerando a expressio para C:7, obte-
mos um perfil similar aos das espécies puras, tal que a temperatura correspondente ao
méximo da curva pertence ao intervalo definido pelas temperaturas dos mdximos dos
perfis das formas puras.

Definindo T, como a temperatura na qual a constante de desnaturacio efetiva
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n
kotko) [X] /0 ‘o " . -
{ °1+TX)][“/]HI ¢ ¢ unitdria, obtemos uma equagéo que relaciona T, com a concentragao
o

da substancia X e com os parametros caracteristicos da transigao de cada uma das duas

populagoes:

A T—TCU A TC_TCCKA
e’ T + e it I. [X]n/.f\)d =1 + [X]n/f\’d (510)

Na figura 5.9 séo representados os valores de T,, obtidos a partir dos dados experi-
mentals, em func¢io da concentragio de Ca** livre e o ajuste da expressio 5.10 a esses
valores, sendo os parametros do ajuste K, = {K4)/" e n. O melhor ajuste é obtido
para n = (0,95 %+ 0,3, indicando auséncia de cooperatividade, e para a constante de
dissociagao aparente I, = 8,1 x 107° M (pK, = 4,1). Os valores dos parametros A,,
Ao, T:o € T, o utilizados para efetuar o ajuste sdo os valores obtidos a partir das curvas
experimentais (tabela 5.1). Utilizando valores extremos destes parametros {dentro da

faixa de erro), para efetuar o ajuste, os valores de K, e n obtidos encontram-se dentro

da faixa de erro a eles atribuida.

T, (°C)

10-8 10-5 10°4 1073 1072 10!
[Cat**] (M)

Figura 5.9: Dependéncia da temperatura critica T, com a concentragao de Ca** livre. A
curva continua corresponde ao melhor ajuste, curvas para outros valores dos parametros de
ajuste (pK, e n) sao mostradas para comparagao. {—-): pRa=4,1, n = 0,95, { --): pK,.=4,0,
n=1,(-) ph,=3,65,n=2
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5.3.1.2 Efeito da dibucaina sobre & estabilidade térmica da Ca** -ATPasc

Na figura 5.10 é apresentado um perfil, com corregio da linha de base, caracteristico
de amostras de RSL contendo 1 mM Cat* e dibucaina (0,5 mM, neste caso). Na mesma
figura, apresenta-se, também, o melhor ajuste a curva experimental. Podemos observar
que a dibucaina desloca a temperatura T,, de ambas transicbes para valores menores €

que o segundo pico é mais sensivel & presenga da droga que parece compensar o efeito

estabilizador do Catt.
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Figura 5.10: Perfil, obtido mediante DSC, tipico de uma amostra de RSL em presenca de
Cat* 1 mM e de dibucaina (0,5 mM). A linha de base foi corrigida, outras condicdes expe-
rimentais segundo indicado na figura 5.4. A linha pontilhada representa o melhor ajuste. Os
parametros do ajuste (£ (KJ/mole), A, AH(1/g)) sio, respectivamente:

para a transigao 1: 600, 218,8, 11,5 (Ty, = 49,4°C),

para a transicio 2: 300, 104,8, 4,0 (T;,, = 53,8°C).



A concentragao de Catt escolhida (1 mM) é major que a concentragho do cation na
maiorie das célules reais, no entanto, sob estas condigoes, o dominio I1 é estabihzado
e, conseqgiientemente, as transigdes dos dois diferentes dominios na proteina podem ser
separadas. Entretanto, em auséncia de Ca** ambas transigbes estariam superpostas e
s ATPase aparentaria desnaturar-se como uma s unidade. Portanto, desta forma, é
possivel determinar mediante esta técnica que dominios da proteina e em que grau estes
dominios estdao sendo afetados pela presencga da droga.

Os perfis com correcio de linha de base obtidos utilizando amostras de RSL em

presenca de Ca** 1 mM e de diferentes concentragdes de dibucaina sdo apresentados

na figura 5.11.
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Figura 5.11: Efeito da dibucaina sobre o perfil, obtido mediante DSC de amostras de RSL
em presen¢a de Catt 1 mM. Os diferentes perfis (com linha de base corrigida) correspondem

as concentragdes de dibucaina indicadas na figura. Outras condigbes experimentais segundo a
fig. 5.4.
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Assim como no caso anterior, néo foi encontrada nenhuma alteragéo significativa nos
parametros E,, A e AH, (tabela 5.2). Um grifico das temperaturas de desnaturacio

T, € T, vs. & concentragho total de dibucaina é apresentado na figura 5.12.

[droga],. Transigao 1 Transi¢io 2

mM) [ Eatcarm) [ A AH(31) [ To °C) | Balroma) | A AH.(7) [T C0)
0 599-£53 218420 | 11,543 49,840,2 | 309434 10612 | 4,041,6 59,0409

0,126 573477 209429 1 11,141,6 | 49,940,1 | 301450 104418 | 3,040,6 57,6407

0,25 593+49 216422 | 109421 | 498404 | 293451 102418 | 2,740,9 95,5+1,6
0,5 600 219 11,0 49,740,3 | 300 105 4,0 52,6409
1,0 | 600 219 9,5 49,7+0,1 | 340 121 35 49.840,1
2,0 650 238 14 49.2 300 107 3,5 48,4
4,0 600 220 11,6 47,9 350 126 28 47,9

Tabela 5.2: Pardmetros termodindmicos para a desnaturacio térmica da Ca**-ATPase em
presenca de Ca** 1 mM e de dibucaina. A energia de ativagao E,, a constante A da relagio de
Arrhenius e a entalpia calorimétrica AH, sao determinados a partir do ajuste dos perfis obtidos
mediante DSC, segundo descrito previamente. T, a temperatura na qual metade do material
estd desnaturado, ¢ determinada a partir dos parimetros E, e A. Os erros dos parimetros de
desnaturacao correspondem ao desvio padrio médio dos valores obtidos para vdrias preparacdes.
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Figura 5.12: Dependéncia das temperaturas de desnaturacao T, € T, com a concentracio
total de dibucaina ([A];).
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Na figura 5.13 sho representados os valores de T, , obtidos a partir dos dados expe-
rimentais, em fungao da concentragao total de dibucaina e o ajuste da expressao 5.10
a esses valores, sendo os parametros do ajuste K, e n. Neste caso, o melhor ajuste é
obtido para n = 2,440, 3 e para a constante de dissociagio aparente K, = 2,0x107° M
(pK.=2,710,2).
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Figura 5.13: Dependéncia da temperatura critica T,, com a concentragao total de dibucaina
([4)y). A curva continua corresponde ao melhor ajuste, curvas para outros valores dos
parametros de ajuste (pl, e n) foram também graficadas para comparagéo. ( —): pl=2.7,
n=24,(~--)pK,=26,n=2,(---) pl{a=2,0,n =1, (-): pa=2,6, n = 2,4, considerando
um valor de T, o, 1,5°C inferior ao valor considerado nos casos anteriores.

Como a dibucaina se adsorve nas membranas do reticulo sarcoplasmatico, para inter-
pretar a curva da figura 5.13, deve ser calculada a concentragao de droga na membrana.
Para uma solugio tampdo similar & utilizada neste trabalho, com forga iénica da mesma
ordem de grandeza (0,1 M) a pH aprox. 7, outros autores acharam K,=0,75[38] e que
este valor € constante na faixa 0-6,5 mg prot./ml, para concentragdes da droga até apro-
ximadamente 1 mM. Este valor de K, é inferior ao que corresponde a membranas de

lipidios puros[85,139], provavelmente, devido a presenca de proteinas que fazem com que



138

os lipidios de membrana sejamn menos accessiveis & droga. A concentragio de dibucaina
livre, calculada com essc valor de K, pode ser considerada praticamente igual & con-
centragao total,

Para concentragoes superiores a 4 mM, os perfis de DSC sdo tais que sugerem que
a droga age como detergente. Para essas concentragdes da droga, a suspensao de RS
normalmente tirbida vira transparente. Este efeito é devido provavelmente & formacao
de micelas da droga que podem provocar o rompimento da membrana, segundo foi ob-
servado ja para a tetracaina[ll].

Experimentos mediante DSC em que as membranas de RS foram solubilizadas com
detergentes (dcido cdlico, DOC e NP40) m.ostra.m que, sob estas condi¢des a tempera-
tura de transigdo T,, praticamente ndo € alterada, entretanto, a temperatura critica T,
diminui vérios graus. Além do mais, uma transigao exotérmica aparece acima de 50°C.
Na figura 5.14 séo apresentados perfis de amostras de RS em presenca de a) acido célico
e Catt 1 mM, b) Ca** 50 mM e ¢) dibucaina 8 mM e Ca** 1 mM. Pode se observar
que o Ca'* em concentragio 50 mM provoca, sobre o perfil, umn efeito similar ao pro-
duzido pelo 4cido cdlico, diferindo s6 na exoterma estreita a ~ 50°C. A dibucaina, em
concentragao 8 mM, tem um efeito sobre o perfil que difere dos provocados por concen-
tragoes menores, entretanto, este perfil é qualitativamente similar ao obtide utilizando
uma amostra de RS contendo Ca** 1 mM, dibucaina 250 M e acido célico (Zmg/ml).
Assim mesmo, este efeito é diferente dos produzidos pelo Ca*t 50 mM e pelo 4cido
colico em preseca de Ca** 1 mM, possivelmente devido a que a droga nao somente
desestabiliza a proteina a partir da alteragdo da estrutura lipidica sendo também por

acao direta sobre sitios na enzima.
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Figura 5.14: Perfis, obtidos por DSC, utilizando amostras de RS (4mg prot./ml) contendo: a)
Ca*t* 1 mM + 4cido cdlico 2 mg/ml, b) Ca** 50 mM e c) Ca** 1 mM + dibucaina 8§ mM.
Este ultimo perfil € similar ao obtido para uma amostra de RS contendo Ca** I mM, dibucaina

250 uM e dcido cdlico 2mg/ml.
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5.3.2 Medidas de inativagao

A inativagao térmica do transporte de Ca**, em presenca de 1 mM Ca**, para
diferentes concentragoes de dibucaina, foi determinada medindo a atividade apés ex-
posicio a temperaturas que provocam inativagao, para diferentes tempos de incubagéo.
Na figura 5.15, sdo apresentadas as curvas correspondentes ao transporte de Ca** vs.

tempo de exposigiao, para diferentes concentragdes de dibucaina.

1.00

|

»y (normalizado)

010 |- 1 mM, 0.5 mM,
- 45°C 47°C |
- 1 I |
0 500 1000 1500 2000
t (s)

Figura 5.15: Inativagao térmica do transporte de Ca** para amostras de RSL em 10 mM TES
(pH 7), 100 mM KCl, 5 mM DTT, Ca** 1 mM e dibucaina. As concentraces de dibucaina e
as temperaturas de exposicao sdo indicadas na figura.

As velocidades de inativagdo (k;) foram calculadas a partir destas curvas mediante
a analise de regressdo linear. A partir da andlise linear dos grdficos de Arrhenius (ver
figura 5.16), obtidos repetindo as expenéncias para diferentes temperaturas de ina-
tivagao, podem ser achados os valores dos pardmetros E, e A e, com eles, T),,, valores
apresentados na tabela 5.3. Nesta tabela sao incluidos, também, valores dos pardmetros
da inativagao da hidrolise de ATP obtidos pelo Prof. J. R. Lepock (Department of
Physics, University of Waterloo, Canadd), segundo o método descrito na referéncia
[134). A solugdo e a concentragio proteica durante a inativagio séo as nesmas que para

as experiéncias de DSC e de inativagio do transporte de Cat*.
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Figura 5.16: Grificos de Arrhenius da inativagio do tramsporte de Ca** para diferentes
concentragdes de dibucaina (indicadas na figura).

[drogﬂT Transporte de Ca*+ Hidrélise de ATP
M) [E (KI/mol) | & Trn (°C) | Ba (K Jmol) | A T (°C)
0 685458 250420 { 50,5+0,3 | 637435 232421 | 51,2404
0,5 532 194 49,5 561 205 51,3
1,0 599445 222418 { 45,1 632 230 50,4
1,8 234 84 37,5
2,0 62 20 9,2 665 240 48,6

Tabela 5.3: Parametros termodinamicos para a inativacio térmica da Ca**-ATPase em pre-
senca de dibucaina. A solugdo tampéo e a concentragio proteica, durante a inativagao, sio as
mesmas que para as experiéncias de DSC.

Tanto o transporte de Ca** quanto a hidrélise de ATP s@o desestabilizados em pre-
senga de dibucaina, consistentemente com os resultados obtidos mediante a téenica de
DSC. Entretanto, o transporte ¢ mais sensivel & presenca de dibucaina que a hidrélise
de ATP (ver tabela 5.3). Conseqiientemente, assim como em auséncia de Ca**[134], em
presenca de dibucaina, o grau de acoplamento entre o transporte iénico e a hidrélise de

ATP ¢ pequeno. Em presenca de Ca** 1 mM, a dibucaina compensa qualitativamente
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o efeito estabilizador do Ca**, desacoplando a hidrdlise de ATP do transporte.

Na figura 5.17 é apresentado um gréfico dos valores da temperatura Ty, de desnatu-
ragho térmica do dominio I (obtido por DSC) e das temperaturas criticas de inativagao
do transporte de Ca*t e da hidrdlise de ATP em funcio da concentracio total de
dibucaina. A curva correspondente a inativacio da hidrélise de ATP coincide com a
curva para a desnaturagao do domimo 1 (transigdo 1). Por outro lado, os parimetros
termodinamicos apresentados na tabela 5.3 sio comparaveis aos obtidos para a primeira
transigao (desnaturagao do dominio I) dos perfis obtidos mediante DSC. A inativacio do
transporte de Ca** nao corresponde a nenhuma mudanga conformacional na proteina
detetivel mediante a técnica de DSC. A temperatura de inativacio para o transporte
decal abruptamente para concentracoes da droga em torno de 2 mM. O valor da tempe-
ratura de inativagao 9°C, fora da faixa de temperaturas em que foi estudada a inativacio,
pode ser pouco realista, porém, ¢ indicador de um efeito que pode estar relacionado com

o comportamento detergente da droga discutido previamente.
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Figura 5.17: Temperaturas criticas de inativacao do transporte de Ca*t (¢0) e da hidrélise de
ATP (a), e temperatura de desnaturaéo Tr,, (0), vs concentragdo total de dibucaina ([A]y).
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5.3.3 Discussao

A Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmético apresenta diversas classes de sitios de
higagao de Ca**, caraterizados pela afinidade, capacidade, grau de cooperatividade e es-
pecificidade. Os sitios de alta afinidade, com pK, na faixa entre 6,3 e 6,9, sdo especificos
parao Ca** e apresentam um comportamento cooperativo, com n =~ 2[140-143]. Outros
sitios, com afinidades intermedidria e baixa, também estao presentes na proteina. A
ligagao a estes sitios € nao cooperativa com valores de pK, entre 4,3 e 4,8, para os
sitios de afinidade intermediaria, e aprox. 3, para os sitios de baixa afinidade[144-147].
Estes ltimos sfo nio especificos e podem ser saturados com Mg** ou K*. Além do
mais, a ligacao do Ca*t aos sitios de alta afinidade ativa a hidrélise de ATP, entre-
tanto, a ligagho aos sitios de baixa afinidade provoca a inibigio da ATPase[142). Os
sitios intermediarios, aparentemente, ndo estio associados a regulagio da atividade en-
zimdtica[142].

Em auséncia de Ca*t, a Ca**-ATPase desnatura-se aparentemente como uma sé
umdade. Entreténto, em presenga de Ca**, os dominios I e 11 sio estabilizados de tal
modo que a desnaturagao de cada dominio pode ser detetada separadamente. Neste
caso, a temperatura de desnatura¢io do dominio I é deslocada até aprox. 1°C, en-
quanto, a temperatura de desnaturagdo do dominio II é deslocada até aprox. 13°C. A
auséncia de cooperatividade (n =~ 1) e o valor de pK, (3,9), achados a partir do ajuste
da curva da figura 5.9, sugerem que a estabilizagio do dominio II da Ca**-ATPase pelo
Ca* tem lugar mediante ligacdo a sitios nfio cooperativos de afinidade baixa ou inter-
mediaria. Se o Ca** estabilizasse um dominio da proteina através de ligacdo a sitios
de baixa afinidade (ndo especificos), entio, outros cations, como Mg*+ e K*, deveriam
produzir um efeito semelhante. Um estudo variando a concentragio destes {ons permi-
tiria verificar essa conclusao.

A dibucaina, aparentemente, contrabalanga o efeito do Ca**. Para diferentes con-
centragoes de dibucaina, a temperatura critica para a inativagio da hidrélise de ATP é
préxima da temperatura 77, de desnaturagio do dominioI da Cat*-ATPase (figura 5.17).

Por outro lado, a energia da desnatura¢io do dominio I é similar & energia de inativacio
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da Lidrélise de ATP. Conseqitentenmente, a inativagio da Lididlise de ATP pode ser
devida a desnaturacio do dominio I

A mativagao do trausporte, em presenga de dibucaina, aparentemente nao corres-
ponde a nenhuma mudanga conformacional da Ca**-ATPase detetdvel mediante DSC,
Ja que, mesmo se a energia de ativagio é similar & achada para a inativagio da hidrdlise
de ATP e para a desnaturagio do dominio 1, a temperatura critica para a inativagio
do transporte é menor que as temperaturas de transicio detetadas. Para altas con-
centragoes de dibucaina (acima de 2 mM), existe uma queda abrupta na energia de
ativagdo que pode estar relacionada com algum efeito da droga sobre a fluidez da mem-
brana como consegiiencia do comportamento detergente.

A temperatura T,,, é sempre maior que T, €, no caso menos favoravel (auséncia
de Ca** ou presenga de dibucaina), ambos dominios se desnaturam juntos, indicando
que, de algum modo, a estabilidade do dominio I contribui a proteger o dominio IL.
Os sitios de ligagio do Cat* estabilizante podem estar localizados em alguma regido
que conecta ambos dominios, provavelmente o dominio de ligagio de Ca** indicado na
figura 5.3. Presumivelmente, o Ca** enrijece este dominio protegendo os dominios I e
1T da desnaturacao.

Por outro lado, em presenga de Ca** e auséncia de dibucaina, o transporte do cétion
estd fortemente acoplado & hidrélise de ATP relacionada com o estado do dominio 1. En-
tretanto, em presenca de dibucaina (tabela 5.3), assim como em auséncia de Ca**[134],
a tempera.‘tura. de inativagao do iransporte decai muito mais do que a temperatura
de inativagao da hidrélise de ATP. Isto sugere que existe uma interagio fraca entre
os correspondentes dominios, apesar de ser necessdria, ja que a atividade enzimédtica
requer comunicago entre eles. Se o desacoplamento fosse devido a uma mudanca con-
formacional na proteina, deveria tratar-se de wna transicio de entalpia muito baixa
(correspondendo, provavelmente, a algum dominio pequeno) nio detetivel mediante
DSC como wma transigio separada. Uma outra explicacio possivel para o aparente
desacoplamento entre transporte e hidrélise de ATP é o aumento da permeabilidade
da membrana ao Ca**, no entanto, perdas ou liberacio do fon tém uma energia de

ativagdo menor que a observada mediante estas técnicas[134], podendo ser o caso, s6
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para concentragoes de dibucaina acima de 2 mM,

A partir dos dados representados na figura 5.13, foi achado n ~ 2,4 e pK, ~ 2,7.
Estes resultados sugerem que a desestabilizagio do dominio II pela dibucaina possa
ser conseqiifncia da sua ligagio a sitios na enzima. Nota-se que a concentragao to-
tal de dibucaina para produzir um deslocamento em T}, igual & metade do desloca-
mento maximo é da mesma ordem que os valores encontrados para a inibicao da Cat*-
ATPase[89,124], que também correspondem as doses farmacolégicas.

Por outro lado, possiveis efeitos de carga também devem ser considerados. Sob
as condigoes experimentais deste trabalho (pH 7), as formas neutra e catidnica da
dibucaina podem coexistir, j& que o pK; da droga em solu¢io aquosa é aproximada-
mente 8-8,5[2,55,85,139]. Como a adsor¢io da forma carregada aumenta a densidade
superficial de carga, entdo, a concentracao de Catt perto da superficie da membrana
serd reduzida, de modo tal que os sitios de ligagio responsdveis pela estabilizacio da
enzima seriam mais dificilmente atingidos pelo ion. Isto poderia explicar os efeitos
aparentemente opostos produzidos pelo Ca** e pela droga. Entretanto, as estimativas
da variagdo do potencial superficial levam a concluir que os efeitos de carga nao sao
responsaveis pelos efeitos observados. Por exemplo, para 0,5 mM de dibucaina, se o |
deslocamento em T,,, fosse devido exclusivamente & diminui¢do da concentracio local
de Ca**, entdo a concentragio de Ca*t perto do sitio de ligacio deveria ser 0,13 mM
(em vez de 1 mM). Para que a concentracao local alcance esse valor, o potencial deveria
ter sofrido uma variagao de 26 mV no sitio de ligagiio que, provavelmente, est4 distante
da interface onde a varia¢io do potencial superficial deveria ser ainda maior. Por outro
lado, considerando que o potencial superficial é da ordem de 30 mV, estimou-se que
a variagdo do potencial no sitio de ligacio devida & presenca de dibucaina é menor
que 1 mV[38,148]. Portanto, os efeitos de carga sio pequenos para serem os Gnicos
responsaveis pela perda de estabilidade. -

As alteragbes na fluidez da membrana s&o importantes s6, aparentemente, para con-
centragoes da droga acima de 2 mM, mas a possivel alteragao da organizagio dos lipidios
anulares deve ser considerada. QOutros autores[38] que também estudaram os efeitos da

dibucaina sobre a estabilidade da Ca**-ATPase, sugerem que a desnaturacio esta rela-
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cionada com a ruptura do ancl lipidico em torno da proteina. Esta hipdtese é consistente
com o fato de que o dominio II (transmembranar) seja o mais afetado pela presenca
de dibucaina. No entanto, a possibilidade de que existam outros sitios de ligagao na

proteina também deve ser considerada.
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Capitulo 6

Estudo comparativo dos efeitos de n-alcoois
e de anestésicos locais sobre a Cat*-ATPase

do reticulo sarcoplasmaéatico

Os efeitos estruturais e dindmicos de distintos farmacos sobre as proteinas podem
ser estudados mediante a técnica de RPE, utilizando-se marcadores nitréxido derivados
da maleimida[17]. Estes marcadores se ligam covalentemente aos grupos -SH presentes
nos residuos de cisteina, permitindo estudar as regides vizinhas a esses grupos.

Em particular, pode ser estudada mediante esta técnica a Ca*+-ATPase do reticulo
sarcoplasmdtico cuja estrutura j& fol descrita no capitulo 5. A partir da andlise da
sequéncia de amino-acidos[149,150], observa-se que a Cat*-ATPase contém 24 residuos

de cisteina localizados segundo o esquema da fig. 6.1.



149

Na fig. 6.3, é apresentada a estrutura molecular dos marcadores paramagnéticos

derivados da maleimida utilizados neste trabalho: MSL110 a MSL114.

MSL110 o)
O—N
N
Ci12H19Nz 05
PM 237,3 o
MSsL1n ©
0—-N
CHz2N
C13H;9N2 03
PM 251,3 o .
MSL112 o
0—N
CONHCH2zCHZzN
CisHzaN3 04
PM 308,4 o
M5L113 O
O0—N
CONHCH,CH;CH,N
Ci16H24N3 04
FPM 322,4 o
MSL114 O
O—N
CONHCH, CH, OCH,CH,N
Cy7H26N3 05
PM 352,4 o

Figura 6.3: Radicais nitréxido derivados da maleimida.
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6.1 Preparacao de amostras

As vesiculas de RS utilizadas foram preparadas, segundo um método basicamente
similar ao descrito no capitulo 5, no Laboratério de L. de Meis (Departamento de Bio-
quimica, UFRJ) e armazenadas em nitrogénio liquido. Estas preparagdes sdo ricas em
Ca**-ATPase que constitul mais de 95% da composicao proteica. A Ca**-ATPase do
RS fol marcada, alternativamente, com os diferentes radicais derivados da maleimida,
em relagdao molar marcador:proteina, normalmente, na faixa 2:1 a 4:1. Em torno de
1 ml da solugio de vesiculas de RS, em concentragio da ordem de 30 mg de prot./ml,
foi adicionado a uma aliquota apropriada da solugio estoque do marcador em etanol
(10 mM). depois de evaporado o solvente. As vesiculas foram incubadas em presenca
do marcador durante um tempo minimo de 24 h. a 8°C. Para eliminar o excesso de
marcador livre, as amostras marcadas foram centrifugadas durante 20 min a 17.000 rpm
e resuspendidas na solugdo tampéo de trabalho (Hepes 20 mM a pH 7,4, com ou sem
KCl), duas vezes. Medindo-se o sinal de RPE do sobrenadante apds a primeira lavagem,
encontrou-se que, para as amostras marcadas com razio molar sonda:proteina menor
que 4:1, a quantidade de marcador livre correspondia a aproximadamente 10% da quan-
tidade total de marcador adicionado.

Os anestésicos Jocais, em diferentes concentracdes, foram incorporados evaporando-
se o solvente de uma quantidade apropriada da solugfo estoque da droga em etanol
(10 mM) e adicionando-se a solugdo de vesiculas. Nestes casos, assim como no caso
do butano] incorporado diretamente, as amostras foram agitadas com vértice durante
1 min. e incubadas durante 2 h..

Foram utilizadas, também, amostras de albumina e de hemoglobina marcadas. Nestes
casos, 0 excesso de marcador foi eliminado por filtragao em coluna (Sephadex G-20,
Sigma).

Para as medidas de RPE, as amostras de RS foram colocadas em microtubos e
centrifugadas, eliminando-se o sobrenadante. Os espectros foram adquiridos num es-
pectrometro de banda X Varian E-9 operado na banda X de frequéncias, com uma
i:)oténcia de microonda de 10 mW e modulagéo de 100 XHz (1 G) a temperatura ambi-

ente.



6.2 Analise espectral

Os espectros adquiridos foram normalizados & mesma integral dupla, apos corregao
da linha de base. Para cada série de medidas, os perfis normalizados foram analisados
segundo o método de subtraglo espectral, utilizando o programa EPRANALA. Como
referencia para efetuar as subtragdes e determinar o parametro f definido abaixo, fo1
considerada uma série de espectros obtida a partir de amostras de MSL111 em uma
solugao de glicerol a diferentes temperaturas (de -16°C até 31°C), série esta propor-

cionada pela Prof. Sénia Louro (PUC/RJ).

6.3 Resultados

Em amostras de reticulo sarcoplasmatico (RS) marcadas, observamos os efeitos da
presenca das diferentes drogas (dibucaina, tetracaina e butano]) sobre o espectro de
RPE. Este estudo foi repetido para varios dos marcadores da familia de derivados da
maleimida.

Na figura 6.4 sfo apresentados os espectros normalizados & mesma integral dupla
obtidos a partir de amostras de RS marcadas com MSL114, contendo diferentes concen-
tragdes de butanol. Dos espectros normalizados correspondendo a amostras contendo o
alcool, foi subtraida uma certa fra¢io (f) do espectro da amostra controle {(em auséncia
do 4lcool), obtendo-se os perfis da figura 6.5. Observa-se que os espectros resultantes
da subtragao tém um perfil comparivel a0 do espectro de RPE do marcador MSL111
em glicerol a 0°C, também apresentado nessa figura.

Espectros de amostras de RS marcadas com MSL110, contendo diferentes concen-
tragbes de butanol, sao apresentados na figura 6.6. Observa-se que este marcador é mais
imobilizado que o MSL114 devido a estrutura molecular menos flexivel (ver fig. 6.3),
entretanto, também neste caso a presenca de butanol induz alteragdes no espectro do
marcador. Os espectros da fig. 6.6 sfo analisados da mesma forma que no caso anterior,
sendo apresentados os espectros subtraidos na figura 6.7. Neste caso os perfis produto

da subtracao podem ser comparados com 0 espectro do marcador MSL111 imobilizado

an~ —22°C.
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D 300 mM
c 200 mM
LJ\/\/\/_E&
A 0 mM
i0 G

Figura 6.4: Efeito do butanol sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do
RS marcada com MSL114, em Hepes 20 mM, KCl 100 mM a pH 74. A relagio molar mar-
cador:proteina é 3:1. A concentragao de butanol é indicada na figura.

//\/\/_wl'

M F - 0,36 A

E - 0,554

- 0,71
MM&WL—

B - 098 A

10 G

Figura 6.5: Andlise do efeito do butanol sobre os espectros de RPE de amostras de Cat**-
ATPase do RS marcada com MSL114. Dos espectros da figura 6.4 foi subtraida uma fracao
do espectro correspondente a amostra em auséncia do dlcool. Os espectros assim obtidos sao
apresentados nesta figura assim como o espectro de MSL111 em glicerol a 0°C, para comparagio.
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F 500 mM
(3 400 mM
D 300 mM
C 200 mM

Figura 6.6: Efeito do butanol sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do
RS marcada com MSL110, em Hepes 20 mM, KCI 100 mM a pH 7,4. A relagdo molar mar-
cador:proteina é 3:1. A concentragado de butanol é indicada na figura.

MSLIT1 (=22 °C)

E-0564A

WLG&A/’

Figura 6.7: Andlise do efeito do butanol sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-
ATPase do RS marcada com MSL110. Dos espectros da figura 6.6 foi subtraida vma fragéo do
espectro correspondente a2 amostra em auséncia do alcool. Os espectros assim obtidos sdo apre-
sentados nesta figura assim como os espectro de MSL111 em glicerol a -22°C, para comparagéo.
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Para o marcador MSL112, sio obtidos resultados similares. Neste caso, os perfis
resultantes da subtragio sto compardveis ao espectro do MSL111 a —2°C.

Observa-se, portanto, que, em presenga de butanol, uma fragéo f da populagao total
de marcador permanece inalterada, enquanto 1 — f da populagéo total passa a um es-
tado mais imobilizado. Dado que o marcador se liga em forma covalente aos grupos -SH
da protefna, o efeito observado pode ser produzido por mudangas na natureza dos sitios
aocs quais o marcador se encontra ligado. Na figura 6.8 é apresentada a dependéncia
da fragho 1 — f com a concentragao de butanol, para as séries de medidas efetuadas
utilizando-se os marcadores MSL110, MSL112 e MSL114. Os resultados obtidos para
estes trés marcadores mostram uma boa concordéncia entre si, ndo proporcionando,
aparenternente, nenhuma informagao complementar. Provavelmente, todos estes mar-

cadores se liguemn aos mesmos sitios da proteina.

Ioo ¥ T T IIIIII T T T illll'
0.8 O MSLI1D -

€ MSL112

0.6 - O MSL114 ' % -

0.2 -

Gc.01 0.1 1

[butanol] (M)

Figura 6.8: Dependéncia da fragio 1 — f com a concentragio de butanol. A fragio f, corres-
pondente & fragdo da populagéo de sonda inalterada pela presenga de butanol, é obtida a partir
da andlise dos espectros de RPE da Cat*-ATPase marcada, em relagio molar sonda:proteina
3:1, com 0s radicais nitréxido derivados da maleimida indicados na figura.



A curva apresentada no grifico da figura 6.8, assim como nos graficos analogos
seguintes. é calculada supondo que os efeitos sobre os espectros destes marcadores se
devem a uma reacao do tipo P 4+ n D us PD, {onde P representa a proteina natural,
D a droga, PD, a proteina associada & droga ¢ n o grau de cooperatividade), sendo o
efeito proporcional a fragao PD, /(P + PD,).

A partir do grifico da figura 6.8, observa-se que a méxima fragio de marcador al-
terada ¢ menor que 1 (~ 0, 6), portanto, nao todos os sitios marcados sao afetados pela
presenca do alcool.

Nota-se, também, que a concentragéo de butanol que produz uma modificagio igual

& metade da modificagao maxima (~ 300 mM) coincide comn a concentragao de butanol

que corresponde ao maximo de atividade da Ca**-ATPase, em presenga do 4lcool[39].

Nas figuras 6.9, 6.11 e 6.13, sao apresentados espectros tipicos de amostras de RS
marcadas com MSL114, MSL112 e MSL110, respectivamente, em proporcao molar 2:1,
contendo varias concentragoes de dibucaina. Alguns dos espectros utilizados na analise
do efeito da dibucaina foram cedidos pela Prof. Sénia Louro (PUC/RJ). O método de
analise espectral é o mesmo utilizado no caso de amostras tratadas com butanol, sendo
obtidos os perfis das figuras 6.10, 6.12 e 6.14, respectivamente.

Para as amostras marcadas com MSL114 e MSL112, os perfis resultantes da sub-
tragao sao semelhantes aos espectros de MSL111 em glicerol a 0°C e -2°C, respectiva-
mente. Para as amostras marcadas com MSL110, os espectros resultantes da subtragio
sao comparavels aos do MSL111 em glicerol a temperaturas entre -22° e -4°C, sendo,
provavelmente, uma combinacio de alguns desses espectros.

Observa-se, portanto, que a dibucaina tém efeitos nos espectros de RPE destes mar-
cadores comparaveis aqueles observados no caso do butanol. Assim como o butanol,
a dibucaina induz mudangas na natureza dos sitios aos quals o marcador se encontra
ligado de tal modo que o marcador € mais imobilizado. O efeito destas drogas sobre os
sitios de ligagao do marcador é equivalente a um decréscimo local da temperatura na

vizinhanza desses sftios.
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Figura 6.9: Efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do
RS marcada com MSL114, em Hepes 20 mM, a pH 7,4. A relagdo molar marcador:proteina é
2:1. A concentragao de dibucaina é indicada na figura.

C - 0,644

(8 - 0.86 A) x 2
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Figura 6.10: Analise do efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Cat*-
ATPase do RS marcada com MSL114. Dos espectros da figura 6.9 foi subtraida uma fragao
do espectro correspondente 4 amostra em auséncia da droga. Os espectros assim obtidos sao
apresentados nesta figura assim como o espectro de MSL111 em glicerol a 0°C, para comparagio.
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Figura 6.11: Efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Ca*+-ATPase do
RS marcada com MSL112, em Hepes 20 mM, a pH 7,4. A relacio molar marcador:proteina é
2:1. A concentragio de dibucaina ¢ indicada na figura.
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Figura 6.12: Andilise do efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-
ATPase do RS marcada com MSL112. Dos espectros da figura 6.11 foi subtraida uma fragio
do espectro correspondente a amostra em auséncia da droga. Os espectros assim obtidos sio
apresentados nesta figura assim como o espectro de MSL111 em glicerol a-2°C, para comparagao.
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Figura 6.13: Efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do
RS marcada com MSL110, em Hepes 20 mM, a pH 7,4. A relagao molar marcador:proteina é
2:1. A concentragio de dibucaina € indicada na figura.

MSL11T (-22 "C)

MSL111 (4 °C)

Figura 6.14: Anilise do efeito da dibucaina sobre os espectros de RPE de amostras de Cat+-
ATPase do RS marcada com MSL110. Dos espectros da figura 6.13 foi subtraida uma fragio
do espectro correspondente 4 amostra em auséncia da droga. Os espectros assim obtidos sio
apresentados nesta figura assim como o espectro de MSL111 em glicero] a -4°C e -22°C, para
comparagao.
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Para as amostras contendo tetracaina, os efeitos observados sao similares, sendo
equivalentes para concentragoes de tetracaina maiores que as de dibucaina, consisten-
temente com o fato do coeficiente de partigho membrana/solugéo aquosa da tetracaina
ser menor que o da dibucainal2]. A dependéncia da fragio 1 — f com a concentragao de

anestésico (dibucaina e tetracaina) é apresentada na figura 6.15.

016 T LI | ll L] T T T T 1T [ T T T
0O MsL1

0.5 | ° -
© MSL11Z

0.4 O WSL114

0.2

0.1

0,0 [ | ! 5 '
0.1 1
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Figura 6.15: Dependéncia da fragao 1— f com a concentragio total de anestésico local [4];, para
a dibucaina (D) e a tetracaina (T). A fragao f, correspondente 4 fragio da populagio de sonda
inalterada pela presenca de droga, é obtida a partir da anilise dos espectros de RPE da Cat+-
ATPase marcada com os radicais nitréxido derivados da maleimida indicados na figura. Para as
amostras tratadas com dibucaina e tetracaina, respectivamente, a relagio molar sonda:proteina
é 2:1e 3:1.

Na tabela 6.1 sio apresentados valores tipicos das concentragbes para as quais os
anestésicos locais estudados perturbam o funcionamento enzimatico{10,124,151]. No
caso da dibucaina, a concentragao de droga para a qual a fragio f € igual & metade
da fragio maxima (~ 0,3 mM) é proxima das concentracdes em que a droga modifica o
funcionamento normal da enzima. Para a tetracaina, o nimero de dados experimentais

é insuficiente para efetuar alguma comparagio, entretanto, consistentemente com os re-
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sultados obtidos, observa-se que sao requeridas concentragoes de droga maiores que no

caso da dibucaina para produzir perturbagdes equivalentes no funcionamento da Cat+.

anestésico | 50% inib. tr. Ca**[151);[124] | ativ. méx.[10] | 50% inib. hidr. ATP[10]
dibucaina 0,4; 0,75 0.5 1,2
tetracaina 1,3; 2,5 1,3 3,5

Tabela 6.1: Concentragboes em que os anestésicos locais perturbam a atividade enzimitica
(expressas em mM), produzindo: 50% de inibi¢io do transporte de Ca**, maxima atividade da
ATP-ase e 50% de inibicio da hidrélise de ATP.

Para amostras marcadas com diferentes razdes molares marcador:proteina, sio ob-
servadas algumas diferengas. Na figura 6.16 é apresentada uma série de espectros corres-
pondendo a amostras de RS marcadas com MSL114 em diferentes propor¢des molares.
A analise destes espectros é apresentada na fig. 6.17, onde sio mostrados os perfis resul-
tantes de subtrair de cada espectro da figura 6.16 uma fracio do espectro A da mesma
figura, correspondente & razdo molar 1:1. A partir das subtragées se observa que os es-
pectros da figura 6.16 podem ser descompostos em um perfil coincidente com o espectro
A e em uma outra componente (a resultante da subtragio) que, nos casos B e C, pode
ser comparada ao espectro de MSL111 em glicerol a 21°C. Nos outros casos, os per-
fis substraidos sfo diferentes devido, possivelmente, ao efeito combinado da existéncia
de outras componentes e ao alargamento das linhas por interagao entre marcadores se
os sitios marcados fossem muito préoximos. Subtragdes subseqgiientes para determinar
outras possiveis componentes produzem perfis com relagio sinal/ruido muito pequena

como para permitir efetuar comparagdes confidveis.
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Figura 6.16: Espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do RS marcada com MSL114
com diferente relagdo molar marcador:proteina, em Hepes 26 mM, KC! 100 mM, a pH 74. A
relagido molar marcador:proteina indicada na figura corresponde 2 relagao em que fo) adicionado
o marcador, entretanto, calcula-se, a partir da anilise do contetido de marcador no sobrenadante
da primeira centrifugagdo, que o nimero de moles de marcador ligado por mol de proteina é 0,9,
1,8,2,6 3,4 5,9 ¢ 13,8, respectivamente.

MSL111 (21 °C)

B - 0,92 A
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Figura 6.17: Analise dos espectros de RPE de amostras de Ca**-ATPase do RS marcada
com MSL114 com diferente relagio molar marcador:proteira. Dos espectros da figura 6.16
foi subtraida uma fragio do espectro correspondente 3 amostra marcada em relacio 1:1. Os
espectros assim obtidos sio apresentados nesta figura assim como o espectro de MSL111 em
glicerol a 21°C, para comparagao.
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As diferengas observadas podem corresponder a particular natureza dos sitios marca-
dos. Na Ca**-ATPasc , o nimero médio de grupos -SH que apresenta maior reatividade
corresponde a 1,74 0,2[152]. Supondo que, quando a razio molar marcador:proteina é
1:1 ou menor, praticamente sé estes sitios reagem, entao, o espectro da figura 6.16.A é o
produzido pelo marcador nesses sitios. Neste caso, considerando as razdes molares finais
e as fragoes subtraidas (fig. 6.17), pode ser calculado em cada caso o niimero médio de
sitios que contribuem com a componente A. Fazendo estes cdlculos, para os espectros
A a F da figura 6.16, obtenr-se: 0,9, 1,7, 2,2, 2,3, 2.4 e 2,3, respectivamente. Portanto,
o numero médio de sitios reactivos que da lugar ao espectro A é 2,3 +0, 2, enquanto
os restantes sitios com propriedades, possivelmente, diferentes dio lugar a uma outra
componente espectral. O estudo por RPE da Cat**-ATPase marcada, combinado com
a técnica de supressao de segmentos através de enzimas apropriadas, permitiria deter-
minar a localizagao dos diferentes sitios de ligagao do marcador. Se as diferencas ob-
servadas correspondem a particular natureza dos sitios marcados, variando-se a relacio
molar marcador:proteina é possivel obter informacao adicional.

Na figura 6.18 é apresentado um grifico da fragio 1 — f vs. concentracio total
de dibucaina a partir dos dados obtidos da andlise dos espectros de amostras de RS
marcadas com MSL114 em relagdo molar 4:1 e, para comparacio, a curva extrafda
da figura 6.15 que corresponde s amostras marcadas com MSL112 (razao molar 2:1),
tratadas com dibucaina.

No caso em que a proteina foi marcada com MSL112 na propor¢ao 2:1, a maxima
fragao da populagao total do marcador modificada, em presenca de dibucaina, corres-
ponde a aproximadamente 0,45. Quando 4:1 sitios da proteina sdo marcados, a curva
aparenta saturar, inicialmente, aproximadamente & metade desse valor, sendo a concen-
tragao para a gual se produz a metade da alteragio maxima 0,3 mM, como obtido a
partir do gréfico da figura 6.15. Isto pode ser explicado se uma fracio menor do total de
sitios marcados € afetada pela presenca da droga. Para concentragdes maiores, a fragio
alterada aparenta um novo crescimento, indicando que provavelmente as vizinhangas de

novos sitios séo afetadas pela droga, em concentracdes mais elevadas.
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Figura 6.18: Dependéncia da fragdo 1 - f com a concentragao total de dibucafna [A];. A
fracao f, correspondente & fragao da populagio de sonda inalterada pela presenga de droga, é
obtida a partir da andlise dos espectros de RPE da Ca*+-ATPase marcada com MSL112 em

relagao molar 4:1. Para comparagao ¢ apresentada também a curva que corresponde & relagao
molar 2:1, extraida da fig. 6.15.

6.4 Discussao

Todas as drogas estudadas tém efeitos semelhantes sobre os espectros dos mar-
cadores utilizados que indicam que o marcador € mais imobilizado em presenga dessas
drogas. Dado que o marcador se liga em forma covalente aos grupos -SH da proteina,
as diferengas observadas quando as amostras sdo tratadas com substincias anestésicas
sao devidas a mudancgas na natureza dos sitios aos quais ¢ marcador se encontra ligado.
Uma possivel causa da imobilizacdo do marcador é a agregagio de proteinas, porém,
utilizando-se agentes que induzem a agregagio de proteinas, mostrou-se que esse pro-
cesso nao necessariamente causa a imobilizagio do marcador[24]. Por outro lado, a partir
de experiéncias de RPE utilizando marcadores derivados da maleimida em preparagdes
de eritrocitos tratadas com anestésicos[22], observou-se, também, a imobilizagio do
marcador, sendo atribuida a mudangas conformacionais nas proteinas. Portanto, os
efeitos observados sobre os espectros podem ser devidos as mudancas na organizagao
das regides da proteina vizinhas aos sitios de ligagio do marcador. Entretanto, essas

mudangas podem ser causadas por agio direta da droga sobre a enzima ou bem por
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agao sobre a matriz lipidica, mais especificamente, sobre a interface proteina/lipidio.

Obtivemos também espectros de proteinas soliveis, tais como albumina de soro
bovino e hemoglobina, marcadas com MSL, e, nestes casos, nfo foram observadas al-
teracoes relevantes nos espectros de amostras contendo dibucaina ou butanol, mesmo em
concentragoes muito maiores que as dos estudos em amostras de RS, indicando que os
efeitos observados no caso da Cat*-ATPase nio sfo uma propriedade geral das proteinas
€ que a acao destas drogas pode estar associada & presenca de um meio lipidico.

Por outro lado, estudos desenvolvidos recentemente, sobre a acio de n-glcoois na in-
terface proteina/lipidio da Cat+- ATPase[39] e do receptor de acetilcolina{153], utilizando-
se sondas paramagnéticas derivadas da fosfatidilcolina (14-PCSL), mostram que os n-
alcoois deslocam e fluidizamm os lipidios interfaciais, em contraste com a imobiliza¢do do
marcador na proteina. Para o anestésico local dibucaina, em concentragées para as quais
sdo produzidas mudangas estruturais na Ca**-ATPase detetdveis por RPE, n#o sio ob-
servados efeitos importantes sobre o estado da fase lipidica. Estes resultados sugerem
que as mudancas induzidas por n-dlcoois na conformacio enzimética, sio produzidas a
partir de interferéncia com as intera¢des proteina-lipidio, enquanto os anestésicos locais
atuaniam através de um mecanismo diferente, provavelmente, interagindo em forma di-
reta com sitios da proteina. Além do mais, medidas feitas utilizando-se amostras da
Ca**-ATPase marcada parecem indicar que os efeitos devidos & presenca de dibucaina
séo dependentes da concentragéo de sais, em contraste com os produzidos pelo butanol,
consistentemente com a diferente natureza das porcées polares das moléculas destas
drogas. Entretanto, as caracteristicas espectrais expostas neste trabalho nio revelam a
diferencga da agéo, mostrando que o n-dlcool butano} e os anestésicos locais dibucaina
e tetracaina tém um efeito final equivalente sobre os sitios marcados. Aparentemente,
todas estas drogas afetam, de modo similar, 0os mesmos sitios na enzima. Possivelmente,
os sitios de ligagio dos derivados da maleimida, que parecem ser os mesmos para todos
o membros dessa familia, sejam sitios localizados nos dominios globulares mais expostos
que o dominio de hélices & que atravessam a membrana e que as regides interfaciais
e, onde, os grupos -SH sdo mais abundantes (ver fig. 6.1). Isto explicaria o fato de

que as alteragoes estruturais detetadas por RPE sejam praticamente independentes das
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modificagdes que possam ocorrer simultaneamente na interface. Esta suposicio é con-
sistente com a hipdtese de que o mecanismo de acio dos anestésicos teria um carater
dual[151], podendo estar associado a sitios especificos e nao-especificos e resultando das

interagoes, por exemplo, com sitios lipidicos e com dominios hidrofébicos da proteina,

respectivamente.
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Capitulo 7

Conclusoes

Apresentamos neste capitulo um resumo dos resultados e das conclusdes gerais

mails importantes deste trabalho.

No capitulo 3, foi determinado o diagrama da concentragio micelar critica da CPZ
vs. pH. Os resultados podem ser interpretados em termos de uma expressio para a
energia livre de transferéncia de um mondémero do meio aquoso as micelas que leve em
conta o estado de lonizagho da droga. Mostra-se que a micelizagio é facilitada quando
o pH favorece a forma neutra da micela.

Neste capitulo, estudou-se, também, a termodinamica da formacao de micelas me-
diante um modelo simplificado que permite predizer os principais aspectos do compor-

tamento dos sistemas micelares.

A técnica utilizada para a determinagao de cme podera ser aplicada a outras subsian-
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cias anestésicas. Uma outra extensio consiste no estudo do comportamento de sistemas
mistos droga/sonda. A determinagho da concentragiio micclar critica, em fungéo da
fragdo de cada espécie, pode oferecer informagio adicional sobre os parimetros ter-

modinadmicos que caracterizam a formagio de micelas da droga.

No capitulo 4, introduzimos um método para a determinagio das constantes de ad-
sor¢ao de anestésicos com dois estados de carga. Este método permite obter informacéio
adicional sobre o estado da bicamada.

As curvas experimentais do potencial elétrico superficial vs. concentragio total da
droga s&o ajustadas com uma expresséo tedrica, sendo os pardmetros de ajuste a cons-
tante de adsorgao da forma carregada da droga (KA¥") e a constante de ionizagio da
droga na membrana (K}). Conhecendo estes pardmetros e a constante de ionizagéo da
droga na solugdo aquosa (pK}? = 9,3), pode ser calculada a constante de adsorgio da
forma neutra (K'2) relacionada com esses pardmetros. A partir dos ajustes encontramos
piY = 7,7+ 0,2. Este valor, inferior ao valor de pK; correspondente & fase aquosa in-
dica que, na membrana, a reagao de ionizagéo é deslocada de tal modo que é favorecida
a forma neutra. Este fato equivale a que a constante de adsorgio da forma neutra na
membrana seja maior do que a da forma carregada. _

Por outro lado, como o coeficiente de partigio da CPZ entre a membrana e a solugio
aquosa € muito alto, nas condigdes experimentais estudadas, sé é possivel determinar
um limite inferior para o valor da constante de adsorgdo da forma carregada da droga.
Porém, este valor limnite € consistente com os valores de KA#* determinados mediante
outras técnicas[55,113]. Apesar desta indeterminagéo, o método pode ser extremamente
util, por exemplo, para outras drogas menos hidrofébicas.

Uma possivel extensdo deste trabalho consiste na determinacio das constantes de
adsorgao de anestésicos em lipossomos contendo diferentes proporgdes de lipidios nega-
tivamente carregados. Segundo pode ser deduzido da literatura, a presenca de lipidios
negativos aumenta a afinidade dos anestésicos catiénicos[2]. Entretanto, nio é explicado
se este efeito é puramente um efeito devido & carga negativa dos lipidios ou se existe

algum tipo de afinidade especifica entre a droga positivamente carregada e os lipidios
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negativos, No primeiro caso, K4#" deverd ser a mesma em sistemas de diferente com-
posicéo de lipidios carregados. Portanto, a comparacao das constantes de adsor¢io para
sistemas de lipossomos carregados (lipossomos mistos, compostos, por exemplo, de dife-

rentes proporgoes de fosfatidilcolina e dcido fosfatidico) permitiria elucidar essa questéo.

No capitulo b, é apresentado um estudo sobre a desnaturacio térmica de diferentes
dominios da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico, em presenca de dibucaina, me-
diante a técnica de DSC e mediante experiéncias de inativagao do transporte de céalcio.

Observa-se, mediante DSC, que em auséncia de Ca**, a Ca**-ATPase desnatura-se
aparentemente como uma unica unidade, entretanto, em presenca de Ca**, os dominios
I e II sdo estabilizados em diferentes graus, de tal modo que a desnaturacio de cada
dominio pode ser detetada separadamente. Em presenca de Ca**, a temperatura de
desnaturacdo do dominio I é deslocada até aprox. 1°C, enquanto, a temperatura de
desnatura¢fo do dominio II é deslocada até aprox. 13°C.

A auséncia de cooperatividade (n =~ 1) e o valor de pK, (4,1) encontrados, a partir
do ajuste aos dados experimentais obtidos variando a concentragio de Catt, sugerem
que a estabilizagio do dominio II da Catt-ATPase pelo Cat* deve-se a sua ligacio a
sitios ndo cooperativos de afinidade baixa ou intermediaria. Neste caso, como os sitios
sdo ndo especificos, outros citions, como Mg*+* e K+, deveriam ter um efeito semelhante.
Uma investigagdo variando a concentragio destes ions permitiria obter mais informagio
sobre a natureza dos sitios de ligagao do Ca** estabilizante.

A dibucaina, aparentemente, contrabalanca o efeito do Ca**. Para diferentes con-
centragdes de dibucaina, a temperatura critica para a inativagio da hidrdlise de ATP
¢ proxima da temperatura de desnaturacio do dominio I da Ca**-ATPase . Por outro
lado, a energia da desnaturacio do dominio I é similar & energia de inativacio da
hidrélise de ATP. Conseqlientemente, a inativagio da hidrélise de ATP ¢ provavelmente
devida a desnaturagao do dominio 1.

A inativagido do transporte, em presenga de dibucaina, aparentemente nio corres-
ponde a nenhuma mudanga conformacional da Ca**-ATPase detetavel mediante DSC,

apesar da energia de ativagio ser similar & encontrada para a inativagio da hidrdlise
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de ATP e para a desnaturagio do dominio I, a temperatura critica para a inativacio
do transporte € menor que as temperaturas de transicdo detetadas. Para altas concen-
tragoes de dibucaina (acima de 2 M), existe uma queda abrupta na energia de ativagio
que pode estar relacionada com algun efeito da droga sobre a fluidez da miembrana.

A temperatura de desnaturagio do dominio 11 é sempre maior que a do dominio I e,
no caso menos {avoravel (auséncia de Ca** ou presenca de dibucaina), os dois dominios
se desnaturam juntos, indicando que, de algum modo, a estabilidade do dominio I con-
tribui para a protegdo do dominio II. Os sitios de ligagao do Ca** estabilizante podem
estar localizados em alguma regido que conecta ambos dominios. O Ca*t presumi-
velmente enrijece este dominio protegendo os dominios I e¢ II da desnaturaciao. Por
outro lado, em presenca de Ca*? e auséncia de dibucaina, o transporte do cétion
estd fortemente acoplado a hididlise de ATP que estd claramente relacionada com o
estado do dominio 1. Entretanto, em presenca de dibucaina, assim como em auséncia
de Ca**[134], a temperatura de inativacio do transporte decai muito mais do que a
temperatura de inativagio da hidrélise de ATP. Isto sugere que existe uma interaciio
fraca entre os correspondentes dominios, apesar de ser necessdria, ja que a atividade
enzimatica requer comunicagdo entre eles. Se o desacoplamento fosse devido a uma
mudanga conformacional na proteina, deveria tratar-se de uma transicdo de entalpia
muito baixa (correspondendo, provavelmente, a algum dominio pequeno) nio detetivel
mediante DSC como uma transicio separada. Uma ouira explicagio possivel para o
aparente desacoplamento entre transporte ¢ hidrélise de ATP ¢é o aumento da permea-
bilidade da membrana ao Ca**, no entanto, perdas ou liberagio do fon tém wma energia
de ativagao menor que a observada mediante estas técnicas[134].

A partir do ajuste tedrico aos dados experimentais obtidos para amostras contendo
dibucaina encontramos n ~ 2,4 e pK, ~ 2,7. Estes resultados sugerem que a desesta-
bilizagao do dominio II pela dibucaina pode ser conseqiiéncia de sua ligagiio a sitios na
enzima. Nota-se que a concentragao total de dibucaina para produzir um deslocamento
na temperatura de desnaturagio do dominio Il igual & metade do deslocamento méaximo
¢ da mesma ordem que os valores encontrados para a inibi¢do da Ca*+-ATPase[89,124],

que também correspondem as doses farmacoldgicas. Parece pouco provével que os efeitos
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aparentemente opostos do Ca** e da dibucaina scjam devidos & diminuicio da. concen-
tragao de Ca'* na interface como conseqiéncia da modificagdo do potencial superficial
pela forma carregada da droga. Por outro lado, as alteracbes na fiuidez da membrana
séo importantes s6, aparentemente, para concentragdes da droga acima de 2 mM, mas
a possivel alteragio da organizacao dos lipidios anulares deve ser considerada|38]. Esta
possibilidade é consistente com o fato de que o dominio II (transmembranar) seja o mais

afetado pela presenca de dibucaina.

No capitulo 6, realizamos um estudo comparativo das mudancas conformacionais da
Ca**-ATPase induzidas por anestésicos locais (dibucaina e tetracaina) e um n-ilcool
(butanol). Sondas paramagnéticas derivadas da maleimida foram utilizadas para inves-
tigar, em vesiculas do reticulo sarcoplasmitico, as regides vizinhas aos grupos SH da
Ca**-ATPase, mediante a técnica de RPE.

Observou-se que, em presenga de butanol, a Cat**-ATPase sofre mudancas estrutu-
rais detetéveis por RPE. Os anestésicos locais dibucaina e tetracaina também induzem
mudangas na estrutura da Ca*+-ATPase com efeitos nos espectros de RPE comparaveis
aqueles observados no caso do butanol. Em presenca destas drogas; a mobilidade da
sonda incorporada diminui.

Por outro lado, em protefnas soliiveis, tais éomo albumina e hemoglobina, nao foram
observadas alteragoes relevantes quando tratadas com dibucaina ou butanol, indicando
que os efeitos observados nio sao propriedade geral das proteinas podendo estar asso-
ciados & presenga de um ambiente lipidico.

Estudos prévios sobre a interface proteina/lipidio, mediante RPE utilizando 14-
PCSL como sonda, mostram que os n-dlcoois deslocam e fluidizam os lipidios inter-
faciais[39]. Estes resultados sugerem que as mudangas induzidas na conformacio en-
zimatica pelo butanol sdo produzidas a partir de interferéncia com as interacoes lipidio-
proteina. Entretanto, para a mesma faixa de concentragoes de dibucaina em que séo
observadas mudangas na estrutura proteica, nio sao observados efeitos na interface,
indicando que estas drogas podem agir mediante um mecanismo diferente, interagindo,

provavelmente, em forma direta com sitios localizados na enzima.
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Porém, os dados expostos neste trabalho mostram que nao existe uma diferenga
fundamental entre a agao do n-alcool butanol e a dos anestésicos locais dibucaina e te-
tracaina. Aparentemente, todas estas drogas afetamn de modo similar os mesmos sitios
na enzima. Possivelmente, os sitios de ligagao dos derivados da maleimida, que parecem
ser mesmos para todos o membros dessa familia, sejam sitios localizados nos dominios
globulares mais expostos que o dominio de hélices & que atravessam a membrana e que
as regioes interfaciais e, onde, os grupos -SH sdo mais abundantes. Isto explicaria o fato
de que as alteragoes estruturais detetadas por RPE sejam praticamente independentes
das modificagoes observadas na interface.

Esta hipdtese pode ser testada, utilizando-se vesiculas de RS invertidas. Neste caso,
os grupos -SH localizados na regiao transmembranar ficariam mais expostos e accessiveis
para a ligagio da maleimida, permitindo detetar as modifica¢des estruturais que possa
sofrer esse dominio.

Uma outra extensio deste trabalho consiste em determinar a localizagio dos sitios
de ligacéo dos radicais nitréxido derivados da maleimida cuja natureza é alterada em
presenca de anestésicos. Este estudo pode ser realizado mediante a utilizacdo de enzi-
mas apropriadas para a digestao da Ca*t-ATPase.

As mudangas conformacionais induzidas pelos anestésicos podem determinar que
novos sitios de ligagao do marcador fiquemn expostos, portanto, seria interessante pes-
quisar se os espectros dos marcadores derivados da maleimida apresentam diferencgas
quando a proteina é tratada com a droga antes de ser marcada.

Por outro lado, medidas feitas utilizando-se amostras da Ca*t-ATPase marcada
parecemn indicar que os efeitos na estrutura proteica devidos a presenga de dibucaina
sao dependentes da concentragao de sais, em contraste com os produzidos pelo butanol,
consistentemente com a diferente natureza das porcoes polares dessas moléculas. A
verificacdo deste efeito e a sua quantificagao podem proporcionar informagio adicional

sobre o modo em que os anestésicos locais afetam esta enzima.
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