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LOCAL ANESTHETICS: INTERACTION WITH HUMAN ERYTHROCYTE MEMBRANES AS STUDIED BY 'H AND *'P
NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE. The literature carries many theories about the mechanism of action of local anesthetics
(LA). We can highlight those focusing the direct effect of LA on the sodium channel protein and the ones that consider the

interaction of anesthetic molecules with the lipid membrane phase. The interaction between local anesthetics and human erythrocyte

membranes has been studied by 'H and *'P nuclear magnetic resonance spectroscopy. It was found that lidocaine (LDC) and
benzocaine (BZC) bind to the membranes, increase the mobility of the protons of the phospholipid’s acyl chains, and decrease
the mobility and/or change the structure of the polar head groups. The results indicate that lidocaine molecules are inserted across
the polar and liquid interface of the membrane, establishing both electrostatic (charged form) and hydrophobic (neutral form)

interactions. Benzocaine locates itself a little deeper in the bilayer, between the interfacial glycerol region and the hydrophobic

core. These changes in mobility or conformation of membrane lipids could affect the Na*-channel protein insertion in the bilayer,

stabilizing it in the inactivated state, thus causing anesthesia.
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INTRODUCAO

Anestésicos locais (AL) compreendem um grande niimero de mo-
léculas, de diferentes estruturas quimicas: amino-ésteres, amino-amidas,
amino-cetonas, amidas, dlcoois, tio-ésteres, tio-amidas, derivados de
uréia, poliéteres, etc', capazes de bloquear a conducio do estimulo ner-
voso. Na clinica, amino-amidas como a lidocaina e a bupivacaina sdo os
mais usados. Embora os amino-ésteres sejam, em geral, mais potentes
que as amino-amidas?, a tendéncia atual € a de desenvolver-se amino-
amidas mais potentes, pelo fato de serem menos toxicas e mais resisten-
tes 2 hidrélise, quando comparadas aos amino-ésteres’.

Por serem moléculas anfifilicas, os anestésicos locais tém gran-
de afinidade pela membrana celular?. Podemos classificar as teorias
propostas para explicar os mecanismos de ac¢do destes compostos
em duas categorias: a que atribui o efeito anestésico a ligacdio na
proteina canal de sédio voltagem-dependente de axdnios e a que
considera a interagao dos anestésicos locais com os lipidios da mem-
brana (conhecida como “hipétese do lipidio”) como o mecanismo
responsdvel pelas alteracdes na proteina canal de sédio, levando ao
bloqueio da conducio do estimulo nervoso.

Em nosso laboratério temos estudado a interacio de anestésicos
locais com membranas modelo, tendo em vista as alteracdes estrutu-
rais e dinAmicas provocadas pelos anestésicos na fase lipidica*®.

A literatura traz relatos da acdo de anestésicos locais na diminui-
¢do da temperatura de transicdo de fases de lipidios, estudada por
diferentes técnicas. Lee”!’, utilizando calorimetria diferencial de var-
redura, registrou diminui¢do da T, de vesiculas de fosfatidilcolina
causada pela particdo da benzocaina, procaina, tetracaina, lidocaina
e dibucaina, em concentragdes iguais as necessdrias para 50% de
bloqueio na condugdo do estimulo nervoso.

O fato de os AL perturbarem o empacotamento dos fosfolipidios
em membranas modelo e bioldgicas foi bastante estudado por expe-
rimentos de ressonincia paramagnética eletronica (RPE) e outras
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técnicas espectroscépicas, como ressondncia magnética nuclear
(RMN), infravermelho e fluorescéncia’, trazendo enorme contribui-
¢do para o entendimento da interagdo AL/membrana.

Através da técnica de absor¢do no infravermelho Schopflin e
colaboradores'' demonstraram a incorpora¢io da dibucaina, procaina
e dois outros AL em monocamadas de palmitoiloleil fosfatidilcolina,
estudando as bandas de absorcéo dos compostos, entre 1400 e 1800
cm'. A combinacdo de estudos de infravermelho com pressdo possi-
bilitou a Auger e colaboradores demonstrarem que a tetracaina, in-
corporada em membranas de fosfatidilcolina, fosfatidil serina e bio-
16gicas, € expulsa da bicamada por aumento da pressio'”.

Os primeiros experimentos com RMN de hidrogénio ("H-RMN)
detectaram imobiliza¢do da molécula do anestésico local, quando
intercalado na bicamada lipidica'*", efeito semelhante ao observa-
do por RPE com anélogos paramagnéticos dos AL'S".

Ainda com "H-RMN virios trabalhos mostraram a interagdo da
forma protonada e da forma neutra dos anestésicos locais* com
membranas fosfolipidicas.

Em nosso laboratdrio temos estudado a interagdo de anestésicos
locais com membranas lipidicas, através de técnicas de RMN, RPE e
fluorescéncia*’®. Para os anestésicos locais do tipo amino-amida:
lidocaina, mepivacaina, bupivacaina e etidocaina, o efeito diferenci-
al dos anestésicos locais sobre regides da bicamada monitoradas por
diferentes sondas paramagnéticas, alteragdes nos tempos de relaxa-
¢do longitudinal dos lipidios em presenga de anestésicos locais e
interagdes intermoleculares especificas entre hidrogénios dos AL e
lipidios forneceram evidéncias sobre a localizac@o destes no interior
da bicamada’*.

Nakagawa e colaboradores® estudaram a interagéo de dibucaina
com “ghosts” de eritrdcito de porco, utilizando '"H-RMN e *'P-RMN.
Observaram que a dibucaina interage com as membranas aumentan-
do a mobilidade das cadeias acila e alterando a conformagio da ca-
beca polar dos lipidios. Os autores mostraram assim, que a dibucaina
se localiza entre a cabeca polar e as cadeias acilas dos lipidios, sendo
tal localizagdo mantida por interagdes eletrostaticas e hidrofébicas.
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Segundo esses autores, as mudangas na mobilidade ou conformagdo
dos lipidios seriam de grande importancia no efeito causado pelo AL
ao redor da protefna canal de sédio, levando-a ao estado inativado.

Neste trabalho comparamos os efeitos causados por dois anesté-
sicos locais (Figura 1): lidocaina - uma amino-amida - e benzocaina
- um éster - em membranas de eritrdcito humano, utilizando técnicas
de 'H-RMN e *'P-RMN.
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Figura 1. Estrutura quimica dos anestésicos locais e atribui¢do de picos de
'H-RMN

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e métodos

A dgua deuterada, o cloridrato de lidocaina e a benzocaina usa-
dos nos experimentos foram adquiridos da Sigma Chem. Co. Todos
os outros reagentes utilizados apresentavam grau analitico.

Preparo das membranas de “ghosts”

Bolsas de papa de hemédcias foram obtidas do Hemocentro da
Unicamp. As bolsas eram recentes - até 3 dias da data de coleta - e
possuiam sorologia negativa para Chagas, sifilis, AIDS e hepatite B.
As hemdcias foram ressuspensas em solug@o hipotdnica (tampao
fosfato 5 mM, pH 8,0) e levadas a centrifugagdo (900 x g por 20 min),
procedimento repetido até se observar a precipitagdo de membranas
esbranquigadas, os “ghosts” de eritrdcitos, obtidas pela lise das cé-
lulas e extravasamento do seu contetido interno®'. Essas membranas
esbranquigadas foram lavadas com tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 e
estocadas em biofreezer (a —80 °C). Para os experimentos de RMN
de fésforo, o tampdo fosfato 5 mM foi substituido por tampao
Tris.HCI 50 mM, pH 7.4.

A determinagdo da concentrag@o proteica foi feita utilizando-se
0 método de Lowry*.

Determinacao do coeficiente de particao dos AL entre
“chosts”/tampao, por separacao de fases

As membranas de eritrécito foram preparadas como descrito ante-
riormente. Aliquotas de solucd@o estoque dos AL, 1 mM de benzocaina
e 3 mM de lidocaina, em tampao fosfato, foram adicionadas a suspen-
sdo de membranas, de modo a atingir leitura de absorcdo adequada a
284 nm (g,, = 15850) e 262 nm (g, = 480), respectivamente para a
BZC? e LDC*. Ap6s ultracentrifugacio (120.000 x g por 2 h), determi-
nou-se a concentracdo de anestésico livre no sobrenadante. A concen-
tragéio de benzocaina e lidocaina na membrana foi calculada pela dife-
renga entre a concentracdo do AL livre no sobrenadante e as concen-
tragdo inicial. Conhecendo-se os volumes da fase aquosa lipidica, o
coeficiente de particao (P) foi calculado conforme a Equagéo 1.

= (nm/Vm)/(na/Va) (D
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Os valores de nm e na representam o nimero de moles de soluto
na fase membranar e aquosa, respectivamente; V representa volume.
O volume da fase lipidica (Va) foi calculado assumindo-se uma den-
sidade de 1g/mL*%.

Experimentos de '"H-RMN e ¥P-RMN

As medidas foram realizadas em espectrometro Bruker DRX500
(500 MHz para 'H e 202 MHz para 'P), no Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. Os espectros de hidrogénio e fésforo
foram obtidos com janelas de 12 ppm e 100 ppm, respectivamente,
em sondas de 5 mm. O nimero de aquisi¢des no espectro de hidro-
génio foi de 128 e no espectro de fésforo, 6000.

Para medidas de "H-RMN os “ghosts”, preparados como descri-
to acima, foram ressuspensos em tampao fosfato 50 mM pH 7,4,
preparado em D,O. A concentra¢do de fosfolipidios utilizada nos
experimentos foi de 5 mM, calculada a partir da rela¢cdo molar prote-
ina/lipidio de 1,1/133, assumindo-se que a porcentagem de
fosfolipidios nos lipidios totais ¢ de 56%* e tomando-se a massa
molar média dos fosfolipidios (750) pela média ponderada da distri-
buicdo percentual dos mesmos na membrana de eritrécito®.

Nas amostras de 3'P-RMN usamos concentragdes de “ghosts”
maiores (12 mM), dada a baixa sensibilidade deste ntcleo e tampao
TRIS-HCI 50 mM, preparado em dgua desionizada. Utilizou-se um
capilar de D,0, selado, para sintonia do equipamento de RMN.

Para os experimentos de hidrogénio, adicionou-se o anestésico
local ao “ghosts” na concentragdo de 3 mM de fosfolipidios, en-
quanto nos experimentos de fésforo adicionou-se AL na concentra-
¢do de 10 mM. As medidas foram feitas a temperatura de 30 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Medidas do coeficiente de particio por separacao de fases

Os valores de coeficiente de particao, determinados por separa-
¢do de fases a temperatura ambiente, para o sistema “ghosts”/tam-
pao foram de 303 = 105 (n = 7) para a LDC e 287 = 76 (n = 7) para
aBZC,empH 74 .

Entre lipossomas multilamelares de fosfatidilcolina de ovo e dgua,
os valores de P para a lidocaina e para benzocaina, em pH 7.4, sdo,
respectivamente, 76 %7 e 2538,

Nao foi encontrada na literatura descricdo de valores de P entre
membranas “ghosts ”/agua para os anestésicos estudados. Para o anes-
tésico DBC o valor de P em “ghosts” de eritrécitos € de 375 + 626,
bem menor que o valor encontrado em lipossomas multilamelares de
fosfatidilcolina (2240 + 1050)*, mostrando que ndo € possivel predi-
zer o valor de P em membranas bioldgicas, pela simples comparacio
com os valores obtidos em membranas lipidicas. Enquanto a presenca
de proteinas faz diminuir consideravelmente a parti¢do da dibucaina
nas membranas de eritrdcito, a lidocaina parece aumentar sua ligagio
amembrana e a benzocaina tem parti¢do semelhante aquela observada
em lipossomos. A maior parti¢do da LDC entre “ghosts “/dgua indica
haver interac@o entre o anestésico protonado e residuos de aminodcidos
das proteinas e/ou com lipidios carregados negativamente, da mem-
brana do eritrécito. Ja para a BZC, um AL que ndo se protona em pH
fisiolégico®, isto ndo aconteceu, levando a valores de coeficiente de
parti¢do muito semelhantes, nos dois tipos de membrana, “ghosts” e
vesiculas de fosfatidilcolina de ovo.

'H e P RMN dos anestésicos e “ghosts”

Os espectros de '"H-RMN dos AL e das membranas de “ghosts”
podem ser vistos nas Figuras 2 e 3. A Tabela 1 mostra as atribuigdes
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e deslocamentos quimicos dos hidrogénios desses AL, cuja estrutura
quimica encontra-se na Figura 1. Os espectros foram referenciados
ao pico da dgua residual - em 4,8 ppm - de forma a serem compara-
dos com os experimentos em que se usou “ghosts”.

O espectro das membranas de “ghosts” apresenta grande simila-
ridade aos descritos na literatura® e corresponde aos hidrogénios de
lipidios e proteinas da membrana, além de uma pequena fragdo de
proteinas residuais, dissolvidas no tampao mesmo apds as repetidas
lavagens das suspensdes de “ghosts”. A contribui¢do dessas proteinas
contaminantes ao espectro da suspensio de “ghosts” € muito pequena
e pode ser desconsiderada®. No espectro existem picos bastante alar-
gados, quando comparados com os espectros de anestésicos, dada a
grande sobreposi¢do de sinais (haja visto o grande nimero de niicleos
de hidrogénios diferentes), aliada & pouca mobilidade dos nicleos em
sistemas membranares®$. Se compararmos os espectros da Figura 2a
e 2c ou 3a e 3c, observamos que nos espectros dos anestésicos (a)
pode-se observar o acoplamento entre os hidrogénios vizinhos, que é
perdido no espectro da suspensdo de “ghosts” (c), justamente pela
imobilizagdo dos hidrogénios, neste tltimo.

A atribuicio de picos do espectro da suspensdo de “ghosts” estd
de acordo com o descrito na literatura® e estd mostrada na Tabela 2.

O espectro do sistema “ghosts”:LDC pode ser visto na Figura
2b. Através deste experimento concluimos que a molécula de lidocaina
estd inserida no interior das membranas, onde interage com lipidios
e/ou com proteinas, visto que os picos observaveis de sua molécula
estdo alargados, isto €, imobilizados pela insercdo entre os compo-
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Figura 2. Espectro de 'H-RMN da: a) LDC (3 mM); b) “ghosts”:LDC
(5 mM:3 mM); c¢) suspensdo de membranas de “ghosts” (5 mM), em pH 7,4
e 30 °C. Espectro referenciado ao sinal da HDO residual (4,8 ppm), 500
MHz. Os picos da LDC estdo identificados por letras, os picos marcados
com asteriscos estdo sobrepostos a picos das membranas
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Figura 3. Espectro de '"H-RMN da: a) BZC (3 mM); b) “ghosts”:BZC
(5 mM:3 mM); c) suspensdao de membranas de “ghosts” (5 mM), em pH 7,4
e 30 °C. Espectro referenciado ao sinal da HDO residual (4,8 ppm), 500 MHz.
Os picos da BZC estdo identificados por letras, os picos marcados com
asteriscos estdo sobrepostos a picos das membranas

Tabela 1. Atribuicao e deslocamentos quimicos dos hidrogénios das
moléculas de LDC e BZC. Os valores com asteriscos ndo foram
obtidos por motivo de sobreposicdo espectral

Pico  Deslocamento quimico
em 4gua (ppm)

Deslocamento quimico em
presenca de “ghost” (ppm)

LDC BZC LDC BZC
a 1,38 1,40 1,38 1,23
b 2,26 4,38 * 3,52
c 3,40 6,89 3,41 *
d 4,30 7,93 * 7,63
e 7,28 - 7,27 -

nentes da bicamada. Com relagdo ao deslocamento quimico, nio
foram encontradas variagdes maiores que 0,05 ppm nos picos atri-
buidos ao anestésico ou aos componentes da membrana.

O espectro obtido para o sistema “ghosts”:BZC pode ser visto
na Figura 3b. O alargamento dos picos atribuidos a benzocaina, em
relagdo aos do anestésico em dgua, mais uma vez indica a insergao
do anestésico na bicamada. Com relag@o ao deslocamento quimico,
com a benzocaina ocorreram algumas alteragdes: de 0,17 ppm para
o pico a (CH,-et), 0,86 ppm para o pico b (CH,-et) e 0,30 ppm para
o pico d (Ar 2,6), indicando que houve uma grande mudanga no
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Tabela 2. Atribui¢do e deslocamento quimicos dos hidrogénios das membranas de “ghosts”

Deslocamento quimico (ppm) Caracteristica do pico

Atribuicao

0,9 Alargado
1,3 Alargado
2,2 Alargado
3,3 Estreito
6,8 a8,4 Alargado

hidrogénios CH, dos lipidios, colesterol e protefnas.

hidrogénios (CH,), da cadeia acila dos lipidios

hidrogénios N-acetil, dos residuos de agticares e proteinas.
hidrogénios dos grupos colinas (N*(CH,),) da cabega polar dos lipidios
hidrogénios aromaticos, dos aminodcidos das proteinas de membranas

ambiente quimico dos nicleos da porgdo linear (CH,-CH,) e proxi-
mos ao grupamento éster da molécula do anestésico (Tabela 1).

As alteragdes no deslocamento quimico dos hidrogénios da
benzocaina, ndo observadas para a lidocaina, podem indicar uma
inser¢do mais profunda da benzocaina no interior da bicamada lipidica
(mudanga no ambiente quimico). De fato, estudos em vesiculas
multilamelares de fosfatidilcolina de ovo mostraram que a BZC se
insere mais profundamente que a LDC na bicamada, distribuindo-se
entre a regido do glicerol e primeiros carbonos da cadeia acila dos
fosfolipidios, diferentemente da LDC que estaria ancorada na cabe-
¢a polar dos lipidios™®. Por medidas de tempo de relaxagéo longitu-
dinal (T,) em vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de ovo mos-
tramos que a LDC altera a mobilidade dos hidrogénios da cabega
polar dos lipidios, néo tendo efeito pronunciado sobre aqueles do
glicerol e primeiros carbonos da cadeia acila, onde a ordem da
bicamada ¢ mdxima’. A maior liberdade de rotagdo dos hidrogénios
da cabeca polar (regido de maior mobilidade) poderia explicar a ndo
observacido de alteragdes no deslocamento quimico dos hidrogénios
da LDC (Tabela 1), inserida nesta por¢do da bicamada. Neste siste-
ma, devido a ndo resolucdo e alargamento dos sinais do espectro de
'H-RMN de “ghosts” ndo se pode aplicar tal abordagem (medidas de
T,), 0 mesmo acontecendo para medidas de efeito nuclear Overhauser
(NOE), ndo sdo eficientes pois a relaxa¢do dos hidrogénios leva a
valores de NOE proximos a zero.

A partir dos valores de coeficiente de parti¢do determinados para
esses anestésicos no sistema “ghosts ”/dgua calculamos a concentra-
¢do destas no interior dos “ghosts”, usando a Equagdo 1. Nas condi-
¢oes de ensaio (5 mM de “ghosts™) 53% da LDC e 52% da BZC total
adicionadas foram incorporadas a bicamada.

Tais dados mostram que as quantidades de anestésicos na mem-
brana sdo praticamente as mesmas, ou seja, o efeito diferencial exis-
tente entre os dois anestésicos ndo se deve a quantidades diferentes na
membrana e sim, a diferencas na intera¢@o destes com as membranas.

Considerando-se a carga positiva parcial da LDC em pH 7,4,
podemos imaginar que as moléculas de LDC apresentam interacao
em uma regido mais superficial da bicamada (Figura 2b), devido ao
alargamento espectral provocado pela imobilizagdo dos hidrogénios
ndo acompanhado de mudancas no deslocamento quimico de seus
hidrogénios. Ja para a BZC ocorreu tanto uma mudanca na mobili-
dade de seus hidrogénios (alargamento) ao inserir-se nos “ghosts”,
quanto no deslocamento quimico (ambiente quimico) o que, aliado a
sua carga neutra em pH fisioldgico, justificaria uma insercdo um
pouco mais profunda no interior das bicamadas (Figura 3b).

Possivelmente a inserc@o mais superficial da LDC deva-se a gran-
de fragéo de moléculas carregadas em pH 7,4* que podem ser estabi-
lizadas por cargas de proteinas e/ou lipidios carregados negativa-
mente como a fosfatidilserina, fosfatidilinositol e dcido fosfatidico;
tal estabilizagdo justificaria uma imobilizacdo da molécula, o que
causaria um alargamento dos sinais dos picos da LDC.

Tais resultados estdo de acordo com o perfil de insercdo em
vesiculas multilamelares de fosfatidilcolina de ovo proposto por Pinto
e colaboradores®, onde a BZC se insere mais profundamente (regiao
entre glicerol e primeiros carbonos da cadeia acila) que a LDC. A

insercdo preferencial da LDC, em regido proxima ao grupamento
fosfato e cabega polar encaixam-se perfeitamente bem com as evidén-
cias de localizagao deste AL em lipossomas de fosfatidilcolina de ovo’.

Para uma andlise da regido de interface entre a cabeca polar e o
core hidrofébicos da bicamada, foram realizados experimentos de
3'P-RMN. A Figura 4 mostra o espectro de *'P dos fosfolipidios pre-
sentes na suspensdo de “ghosts” em auséncia (a) e presenca dos
anestésicos: lidocaina (b) e benzocaina (c).

No espectro dos “ghosts”, podemos verificar um perfil para o
pico do fosfato que € tipico de fases lamelares (bicamadas)®, isto
€, com um pico direito de alta intensidade e um “ombro” alargado
em campo baixo. Este sinal anisotrépico reflete a orientacdo dos
grupamentos fosfato dos fosfolipidios na bicamada. A medida do
deslocamento quimico anisotrépico, D.Q.A. (distancia entre o pico
de alta intensidade e o de campo baixo)¥, neste espectro foi de 35
ppm, o que estd de acordo com os valores obtidos, em “ghosts”, por
Wakita e colaboradores®. Na Figura 4, o pico isotrépico observado
em O ppm reflete os fosfatos livres em solucdo (fosfolipidios e/ou

ég

a)

ppm 420 340 260 180 100 20 -60 -140 220 -80.0

Figura 4. Espectro de 3'P-RMN de suspensdo de: a) “ghosts” (12 mM); b)
“ghosts” em presenca de LDC; c) “ghosts” em presenca de BZC. Tampdo
TRIS-HCI 50 mM, pH 7,4. 202 MHz e 30 °C
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fosfato inorganico) ou grupamentos fosfatos presentes em proteinas
fosforiladas da membrana dos “ghosts” .

Os experimentos em presenca de anestésicos locais foram reali-
zados para observar possiveis mudangas no D.Q.A., que refletiriam
mudancas na ambiéncia quimica dos grupamentos fosfato (mobili-
dade ou orientagdo da cabeca polar dos lipidios) causadas pela inser-
¢do dessas moléculas na vizinhanga do grupamento fosfato.

Os espectros de “ghosts” com LDC apresentam o mesmo perfil
espectral mostrado na Figura 4a, indicando que a lidocaina ndo alte-
ra a organizagdo lamelar dos lipidios para outro tipo de fase. No
entanto, a medida de deslocamento quimico anisotrépico na Figura
4b foi de 40 ppm, mostrando que as moléculas de lidocaina diminu-
em a mobilidade dos grupamentos fosfato, causando mudangas
conformacionais na cabega polar dos fosfolipidios o que, como nos
dados de 'H-RMN, indica que a LDC tem localizacdo preferencial
nas regides mais superficiais das bicamadas. Este efeito pode estar
ocorrendo devido a perda de interagdes eletrostdticas entre as cabe-
cas polares de fosfolipidios adjacentes e aumento da ordem local
(regido do grupamento fosfato), pela inser¢ao da lidocaina com con-
seqiiente aumento no deslocamento quimico anisotrépico. Efeito
parecido foi descrito na literatura pela interacdo de dibucaina em
vesiculas multilamelares de fosfatidilserina* e “ghosts”?, onde a
interagdo eletrostdtica entre as moléculas de dibucaina carregadas e
os grupamentos fosfato causaram diminui¢@o na interagdo entre os
fosfolipidios, gerando uma mudanga conformacional na cabega po-
lar dos lipidios e aumento na ordem local, observada através de um
aumento no deslocamento quimico anisotrépico de 3'P-RMN.

Em vesiculas multilamelares de fosfatidilcolina de ovo, Boulanger
e colaboradores® mostraram que a tetracaina, em sua forma
protonada, causa uma alteracio de até 8% no deslocamento quimico
anisotrépico do grupamento fosfato; segundo esses autores, as car-
gas positivas das moléculas de tetracaina estabilizariam as cargas
negativas dos grupamentos fosfatos dos lipidios, justificando o efei-
to no sinal do grupamento fosfato.

A variag@o de 14% no deslocamento quimico anisotrépico, pro-
vocado pela adi¢do de lidocaina em pH 7.4, indica a ligacdo das
moléculas de LDC protonadas aos grupamentos fosfato, levando a
estabilizacdo de cargas e causando alteragdes conformacionais na
cabeca polar dos fosfolipidios’ presentes na membrana de “ghosts”.

A medida de deslocamento quimico anisotrépico para os “ghosts”
em presenca de benzocaina foi de 33 ppm, variagdo ndo significativa e
que indica que este anestésico ndo causa alteracdo na cabeca polar dos
lipidios, provavelmente por se inserir em regido mais profunda da
bicamada, como evidenciado pelos dados de '"H-RMN e resultados
anteriores de RPE®.

Um fato interessante € que houve um aumento no sinal isotrépico
do fosfato na presenca dos dois anestésicos (Figura 4). Este aumento
pode ter sido causado por a¢@o de fosfolipases presentes no meio e
que, devido ao longo tempo dos experimentos, causariam o apareci-
mento de lisofosfolipidios e 4cidos graxos livres, aumentando o si-
nal isotrépico do grupamento fosfato*'3.

Wakita e colaboradores® encontraram, em membranas de “ghosts”,
um aumento de 11 ppm, ou seja, 32% no deslocamento quimico
anisotrépico dos grupamentos fosfato, em presenca de dibucaina. Esse
efeito da dibucaina, bem maior que o encontrado para a LDC (14%)
reflete o volumoso anel quinolinico da dibucaina, que deve causar um
maior espacamento entre os fosfolipidios adjacentes na cabeca polar
ao inserir-se naquela regido da bicamada, como a lidocaina®. Estudos
de modelagem molecular mostram que a LDC apresenta uma drea de
433 A? enquanto para a DBC este valor & de 617 A2 1.

Um fato que deve ser levado em considerag@o € que grupos fosfato
apresentam cargas negativas, que podem estabilizar cargas positivas
dos anestésicos locais. Ha na literatura vérios relatos da competicio

Quim. Nova

de AL com ions cdlcio, pela interacdo com grupamentos fosfato de
vesiculas lipidicas***. Desta forma, sabendo-se que a BZC nio apre-
senta carga liquida em pH 7.4 justifica-se o fato deste AL ndo ter
efeito sobre a cabeca polar, pois ndo tem como realizar interacio
eletrostdtica. Jd a LDC (pKa 7,9)*, em pH fisiolGgico apresenta mais
da metade das moléculas com carga positiva, possui efeito no sinal
do grupamento fosfato. Se considerarmos que a dibucaina (pKa 8,3)*
tem, em pH 7,4, ainda maior propor¢do de moléculas na forma
protonada que a LDC, encontramos outro fator que justifica seu maior
efeito sobre os grupamentos fosfato, visto que os coeficientes de
parti¢@o destes trés anestésicos t€ém valores muitos préximos, nos
“ghosts”: 303101 (LDC), 287+76 (BZC) e 375+62 (dibucaina)®.

Um estudo anterior, em nosso laboratorio, utilizando vesiculas
unilamelares de fosfatidilcolina de ovo e técnica de "H-RMN mos-
trou, por determinac@o dos tempos de relaxacio longitudinal, que a
lidocaina desprotonada se localiza em uma regido préxima ao
grupamento fosfato da cabeca polar dos fosfolipidios’. Este fato re-
forca ainda mais a idéia de que moléculas de LDC com carga encon-
tram-se na regido proximas aos grupamentos fosfato dos fosfolipidios,
estabelecendo interagdes eletrostdticas, que causam um grande efei-
to nesta regido.

E importante destacar que esta localizaciio é a preferencial, isto &,
onde o AL deve se encontrar na maior parte do tempo. No entanto,
ndo podemos esquecer que estas moléculas anfifilicas distribuem-se
rapidamente entre a membrana bioldgica e a fase aquosa’, ou seja,
apresentam um equilibrio dindmico, além da insercdo preferencial no
interior das bicamadas. Esta localizagio, determinada pelas interagdes
do AL com os fosfolipidios deve ser determinante para a a¢@o especi-
fica do AL em sitio(s) de ligagdo, na proteina canal de s6dio*“.

CONCLUSAO

Os resultados aqui relatados mostram que lidocaina e benzocaina
interagem em regides diferentes das membranas de eritrécitos hu-
manos, e que estes dados estdo de acordo com experimentos prévios,
com lipossomos de fosfatidilcolina de ovo™®, em que a LDC insere-
se proximo a cabeca polar, enquanto a BZC interage com regides
mais profundas da membrana de “ghosts . A localizagdo destes anes-
tésicos no interior das membranas bioldgicas pode ser um fator
determinante para a intera¢@o destes com sitios hidrofébicos na pro-
tefna canal de s6dio™S.
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