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. . . living matter, while not eluding the “laws of physics” as established up to date, is likely to
involve “other laws of physics” hitherto unknown, which however, once they have been

revealed, will form just as integral a part of science as the former.

What is life?

Erwin Schrödinger
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Resumen

C ientos de sustancias poseen acción anestésica. Sin embargo, a pesar de décadas de inves-
tigación, no existe una teoría integral capaz de conciliar todos los aspectos detrás de la

anestesia general. Dos teorías generales han luchado por explicarla: una profesa que la droga
actúa sobre ‘lípidos’, la otra en ‘proteínas’ de membrana. Ambos modelos han alcanzado una
credibilidad importante a pesar de mantener aspectos insostenibles. En este trabajo de tesis
abordamos algunos de estos problemas fundamentales de la anestesia, con el fin de sumar evi-
dencias en la comprensión integrada de dicho fenómeno. En la primera parte se realizó un
estudio comparativo de la difusión de anestésicos locales y generales, en la que proponemos la
participación de un nuevo parámetro detrás de su mecanismo difusivo: la tasa de protonación.
Posteriormente, se exploraron dos tópicos relacionados con la reversibilidad de la anestesia tan-
to en membranas de lípidos como a nivel celular; la influencia estructural de los gases nobles
en membranas de lípidos y su antagonismo con presión hidrostática, así como el efecto de la
tetracaína y su antagonismo con Ca+2 y el agente excitatorio cafeína. Los resultados obtenidos
de estos estudios destacan, incluso a nivel celular, la importancia de los lípidos en el meca-
nismo de acción de los anestésicos. En la última década, ciertas proteínas relacionadas con la
neurotransmisión se han encontrado en dominios lipídicos de membrana, conocidos también
como balsas de lípidos, demostrando una fuerte dependencia con al estabilidad estructural de
las mismos. Atendiendo esto, nos enfocamos en un estudio de balsas de lípidos ‘modelo’ y de
‘membrana cerebral’. En el primero caso, se realizó un estudio del fenómeno de cut-off de los
n-alcoholes, con el fin de indagar en la causalidad de dicho fenómeno a través de una dependen-
cia con las especies lipídicas de balsas. Y finalmente, se llevó a cabo un estudio en membranas
plasmáticas y balsas de lípidos cerebrales “in vivo” bajo los efectos producidos por el anesté-
sico general ‘pentobarbital’. Estos resultados muestran, por primera vez, una reducción muy
significativa en la asociación con balsas de lípidos de los receptores NMDA y GABAA, los cuales
son considerados los sitios principales de acción para este fármaco. Los resultados obtenidos,
tanto en membranas modelo como biológicas, brindan conocimiento y soporte importante en
la búsqueda del mecanismo de anestesia general, a partir de una visión integral en donde los
anestésicos realizan su acción alterando las interacciones ‘lípido-proteína’.
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Abstract

H undreds of substances possess anesthetic action. However, despite decades of research and
tests, a golden theory able to reconcile all aspects behind anesthesia is still unfinished.

Two theories struggle to explain it: one professes that the drug acts on ‘lipids’, the other on
membrane ‘proteins’. Both achieve high notes of success although leave untenable important
issues. In this thesis we address some of these fundamental problems of anesthesia, in order
to provide evidence in the integrated understanding of such phenomenon. In the first part, a
comparative study of the local and general anesthetic diffusion was performed, where it is pro-
posed the participation of a new player behind their diffusive mechanism: the protonation rate.
Subsequently, two topics related to the reversibility from anesthesia in both lipid membranes
and cellular level were explored; the structural influence of noble gases in lipid membranes
and the antagonic effect of hydrostatic pressure, and the influence of tetracaine and the anta-
gonic effect of Ca+2 and the excitatory agent caffeine. The obtained results highlight, even at
the cellular level, the importance of lipids in the mechanism of anesthetic action. In the last
decade, some proteins involved in neurotransmission have been found within lipid domains,
also known as lipid rafts, showing a strong dependence on the structural stability of the same.
Attending this, we focused on a study of ‘model’ and ‘brain membrane’ lipid rafts. In the first
case, a study of the cut-off phenomenon of the n-alcohols was performed, in order to investi-
gate the causality of such phenomenon through a dependence with lipid species rafts. Finally,
it was analyzed the effects produced by the general anesthetic ‘pentobarbital’ on brain plas-
ma membranes and lipid rafts “in vivo”. These results showed, for the first time, a significant
reduction in lipid raft association of the NMDA and GABAA receptors, which are considered
the major sites of action for this anesthetic. The obtained results, both in model and biologi-
cal membranes, provide important knowledge and support in search of the general anesthesia
mechanism, through a comprehensive vision where anesthetic perform their action by altering
the lipid-protein interactions.
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1.1. El enigma de la anestesia

Durante más de un siglo, la anestesia general ha sido uno de los problemas inconclusos de la
neurofarmacología [1]. Desde su descubrimiento, a inicios del siglo XIX, cientos de substancias
de distinta naturaleza química se han probado como poseedoras de actividad anestésica. Estas
moléculas difieren tremendamente en sus propiedades químicas, físicas y farmacológicas, de
tal manera que hoy en día encontramos dos grandes familias de anestésicos catalogados por
sus efectos clínicos; locales y generales (inhalatorios e intravenosos) [2]. La figura 1.1 ilustra
una pequeña lista de anestésicos que son utilizados hoy en día en la práctica clínica.

Figura 1.1: Diversidad de especies químicas de anestésicos. Algunos anestésicos ampliamente utilizados
en la práctica clínica [2], a excepción del dietiléter, que se muestra por razones históricas.

En la búsqueda de un mecanismo general de la anestesia, y debido a la variedad abrumado-
ra de anestésicos, surge una pregunta inevitable: ¿las interacciones de los anestésicos con sus
blancos de acción son inespecíficas, específicas o ambas? A lo largo del tiempo se han propues-
to distintos mecanismos cuyos sitios de acción han sido direccionados tanto a lípidos como a
proteínas. Algunos autores apoyan diferentes teorías: los anestésicos actúan dentro del interior
hidrofóbico de la bicapa lipídica [3]; en la interface entre los lípidos y la fase acuosa [4]; una
acción directa del anestésico en la interfase proteína/agua [5]; entre α-hélices hidrofóbicas de
alguna proteína crucial [6] o en la interfase lípido/proteína [7].
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Independiente de la teoría de lípidos o proteínas, se ha demostrado indiscutiblemente que,
cualquiera que fuese el sitio de acción, éste es hidrofóbico. Tal suposición es basada princi-
palmente en los trabajos de Meyer [8] y Overton [9] a inicios del siglo pasado, que de forma
independiente, encontraron que la potencia de los anestésicos generales correlaciona fuerte-
mente con su solubilidad en aceite de oliva, reflejando la solubilidad en la membrana lipídica
de las células. Y que además, el efecto anestésico es independiente de la naturaleza química de
éste. Estas contribuciones logran resumirse de la siguiente manera: el coeficiente de partición,
P, definido como la razón de concentraciones de la droga entre aceite (o membranas de lípidos)
y agua, es inversamente proporcional a la dosis crítica del anestésico (ED50, dosis para alcan-
zar el 50% del efecto); denominada como la regla de Meyer-Overton (ver Fig. 1.2). De hecho,
hasta la fecha, ninguna otra regla basada en parámetros físico-químicos y estructurales ha sido
tan útil para predecir la potencia anestésica en la farmacología.

Figura 1.2: Correlación de la regla de Meyer-Overton. A) El coeficiente de partición está inversamente
relacionado con la dosis efectiva de anestésico [ED50]. Datos adaptados de Overton (1901) para anestésicos
volátiles en humano. B) Concentración dependiente del punto de fusión de membranas DPPC contra la dosis
de anestesia crítica, ED50. Datos obtenidos de [10] para una serie de n-alcoholes en renacuajos.

Esta regla sugiere que la anestesia puede ser inducida a través de efectos inespecíficos sobre
las propiedades físicas de los lípidos de membrana en lugar de sitios de unión específicos en las
proteínas. En apoyo de esta hipótesis, varios estudios tanto en membranas modelo [11] como
biológicas [12] han demostrado que todos los anestésicos alteran el orden estructural de las
membranas de lípidos, y esto a su vez modifica sus propiedades mecánicas [13], eléctricas [14]
y termodinámicas; tales como la reducción de la temperatura de transición de fase (Tm) de los
lípidos, conocido también como fenómeno de ‘depresión del punto de fusión’ (DPF) [15, 10]. Sin
embargo, algunos otros reportes argumentan en contra de esta teoría de lípidos, por ejemplo: el
fenómeno de cut-off de los n-alcoholes, donde se rompe la regla de Meyer-Overton a partir del
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dodecanol [16], el efecto estereoespecífico del isoflurano en canales de K+ [17] y la sensibilidad
de isoflurano, hexanol, octanol, etanol y enflurano a mutaciones específicas sobre receptores
de N-metil-D-aspartato (NMDA) [16] y del ácido γ-aminobutírico (GABA) [18]. Del mismo
modo, algunos resultados de electrofisiología han propuesto sitios de unión específicos sobre
los receptores GABAA y nACh para isoflurano, propofol, halotano y cloroformo [19, 20].

Ya que el modelo de Hodgkin & Huxley para la propagación del impulso nervioso se consi-
deró completamente válido y absoluto desde sus inicios, a través de los años la gran mayoría
de los procesos neuronales han sido descritos a partir de proteínas de membrana, por ejem-
plo; blancos de acción de fármacos, entre ellos los anestésicos. Este mecanismo se justifica con
interacciones electrostáticas tipo ‘llave-cerradura’ a través del agonismo o antagonismo en re-
ceptores involucrados con la inhibición o excitación neuronal, respectivamente [21]. A pesar
de la innumerable cantidad de trabajos dedicados a la búsqueda de blancos moleculares es-
pecíficos en proteínas, la vasta cantidad y variedad de anestésicos no ajusta con el número de
receptores implicados en la neurotransmisión, en donde los sitios de acción propuestos como
“específicos”, dejarían de serlo.

Recientemente, el modelo proteico vigente para la propagación del impulso nervioso (Hodg-
kin & Huxley), ha sido desafiado por un modelo físico propuesto por Heimburg & Jackson [22],
capaz de explicar los fenómenos mecánicos, térmicos y eléctricos encontrados durante el im-
pulso nervioso; conocido como el ‘modelo del solitón’. Éste modelo sugiere que el potencial de
acción no es solo un fenómeno puramente eléctrico ofrecido por la hipótesis iónica, sino que
es capaz de explicar los fenómenos mecánicos, térmicos y eléctricos que proporciona una des-
cripción más completa del potencial de acción [23]. Recientemente, a partir de los resultados
de Meyer-Overton, Heimburg & Jackson han propuesto una teoría termodinámica que describe
la anestesia general basada en propiedades lipídicas [24]. Esta teoría termodinámica, además
de ser relativamente sencilla, posee una coherencia basada totalmente en leyes fundamentales
y a su vez compatible con el ‘modelo del solitón’ [25]. La teoría afirma que el efecto de un
anestésico está relacionado con la habilidad para reducir la temperatura de transición de fase
de membranas de lípidos y el orden estructural de dichas membranas, tomando en cuenta que
tal efecto es independiente de la naturaleza química del anestésico.

Por otra parte, el modelo innovador de Heimburg & Jackson proporciona una explicación
inmediata e intuitiva para los fenómenos de reversión de la anestesia, tales como el aumento
de la presión hidrostática (∼24 bares), la reducción de la temperatura corporal (∼0.6 K), el
aumento de la concentración de Ca+2 extracelular y la disminución de pH [24]. En el campo
clínico se sabe que un tejido inflamado no puede ser anestesiado; el tejido inflamado se en-
cuentra 0.5 unidades de pH por debajo de un tejido sano. Este cambio de pH es suficiente para
revertir la anestesia. El mismo caso ocurre con la acumulación de calcio en un tejido inflamado
siendo un medio que imposibilita la anestesia. Por tanto, el efecto anestésico puede invertirse
de manera cuantitativamente predecible por cualquier mecanismo que eleva la temperatura de
transición, restaurando a su vez la diferencia de energía libre a su valor original [25].
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Aunque todos estos factores de reversión están bien documentados, no han logrado unifi-
carse a través del concepto de sitios de acción específica en el modelo de proteínas. De forma
similar, el modelo de lípidos requiere explicar los fenómenos de cut-off, estereoespecificidad y
sensibilidad ante la mutagénesis de proteínas. Por lo tanto, es urgente consolidar un mecanis-
mo de acción basado en la interacción ‘lípido-proteína’ capaz de unificar la gran variedad de
fenómenos moleculares y fisiológicos relacionados con la anestesia. Así mismo, vale la pena
explorar la relevancia de interacciones “semiespecíficas” en donde los anestésicos actúen de
forma diferencial sobre los dominios lipídicos de membrana que modulan la función proteica.

1.2. Sobre los capítulos

Difusión de anestésicos. El mecanismo de acción de la amplia variedad de anestésicos ha
sido repartida en una pequeña cantidad de receptores proteicos. De tal manera que si busca-
mos los sitios específicos propuestos para cada uno de los anestésicos, notamos que no existe
ninguna correlación entre sus especies químicas y los receptores propuestos para su acción. Sin
embargo, uno puede encontrar una correlación general entre las especies químicas de los anes-
tésicos y el tipo de anestesia al que pueden ser buenos candidatos, logrando catalogarlos en
las dos grandes familias: locales y generales. Es un hecho que no podemos usar un anestésico
local como general y viceversa. Por lo tanto, surge el siguiente cuestionamiento: ¿qué hace a un
anestésico local o general? En el capítulo 2, realizamos un estudio físico-químico de la difusión
de una variedad de anestésicos locales y generales a través de liposomas multilaminares. Con
estos resultados proponemos la participación de un nuevo elemento en la cinética de difusión
interlaminar de los anestésicos: la tasa de protonación, la cual a su vez sugiere que la ‘difusión’
ilustra la esencia inherente detrás del anestésico local o general, lo que podría conducir a la
comprensión de un mecanismo de la anestesia más completo.

Reversibilidad de la anestesia. Como hemos comentado anteriormente, la teoría de pro-
teínas ha proporcionado cierto grado de especificidad en su mecanismo de acción. No obstante,
se encuentra muy lejos de explicar los factores de reversión de la anestesia; incremento tanto en
la presión hipostática como en la concentración de Ca+2, y disminución tanto de la temperatura
corporal como del pH. En el capítulo 3 exploramos el efecto producido por los gases nobles en
membranas de lípidos y el fenómeno de reversibilidad con presión. Y por otro lado, en el capítu-
lo 4, estudiamos de forma análoga la influencia de la tetracaína en membranas puras de lípidos
y en la motilidad de espermatozoides, así como los efectos antagónicos producidos por Ca+2

y cafeína. Estos sistemas, nunca antes estudiados con tal finalidad, destacan evidentemente la
importancia de los lípidos en el mecanismo de acción de los anestésicos.

Interacción de anestésicos con balsas de lípidos. Se mencionó anteriormente que la teoría
de lípidos falla al explicar algunos fenómenos como el cut-off de los n-alcoholes, la estereoes-
pecificidad y la sensibilidad a la mutagénesis de receptores proteicos. Esta incapacidad para
comprender tales problemas pudiera subsanarse haciendo uso de las “balas de lípidos”, con la
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que una gran cantidad de mecanismos biológicos nunca antes comprendidos han logrado desa-
rrollar una explicación a través de la interacción lípido-proteína. Incluso la falta de formalismo
en algunos otros mecanismos, propuestos inicialmente sin la participación de los lípidos, han
sido replanteados bajo este concepto. Por lo tanto, en el capítulo 5, retomamos el fenómeno de
cut-off de los n-alcoholes para ser estudiado en balsas de lípidos modelo, cuya composición y
proporción de lípidos ha sido simulada a partir de la membrana sináptica. Se realizó además
un comparativo entre el efecto de los n-alcoholes en membranas de una o varias especies de
lípidos, con el fin de elucidar alguna semiespecificidad entre tales anestésicos y las membranas.
Por otra parte, con el fin de estudiar, por primera vez, tanto el fenómeno de DPF en membrana
plasmática como el de balsas de lípidos cerebrales y la asociación de ciertos receptores protei-
cos con tales balsas de lípidos, en el capítulo 6, se muestran resultados biofísicos y bioquímicos
del estudio realizado en membranas cerebrales in vivo, y el efecto inducido por el anestésico
general pentobarbital. Aquí demostramos que éste anestésico es capaz de reducir, de forma
semiespecífica, la asociación de los receptores NMDA y GABAA con las balsas de lípidos.
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1.3. Hipótesis y objetivos

Hipótesis

La acción de los anestésicos ocurre a través de interacciones semiespecíficas con los lípidos
de membrana que modulan la función proteica en la neurotransmisión.

Objetivo general

Investigar la interacción semiespecífica de los anestésicos con membranas de lípidos modelo
y membranas cerebrales.

Objetivos Particulares

Estudiar la difusión de los anestésicos locales y generales a través de membranas de lípi-
dos multilaminares.

Explorar el efecto de los gases nobles en membranas puras de lípidos y su reversibilidad
mediante presión hidrostática.

Realizar un estudio comparativo de los efectos de la anestesia en sistemas celulares y de
lípidos modelo, y su reversibilidad ante calcio y cafeína.

Indagar en la causalidad del efecto cut-off de los n-alcoholes en balsas de lípidos modelo.

Explorar los efectos de la anestesia in vivo en membranas plasmáticas y balsas de lípidos
cerebrales.



8 Hipótesis y objetivos



2
Difusión de anestésicos locales y generales

R. Pérez-Isidoro, F. J. Sierra-Valdez & J. C. Ruiz-Suárez, Scientific Reports 4, 7534, (2014).

9



10 2.1. Resumen

2.1. Resumen

Cientos de sustancias poseen acción anestésica. Sin embargo, ¿qué hace a un anesté-
sico ser local o general? ¿Sus sitios de acción específica en proteínas, la solubilidad
en lípidos, difusividad, potencia, tiempo de acción? En este capítulo proponemos la
participación de un nuevo jugador igual o incluso más importante para descifrar el
enigma: la tasa de protonación. En efecto, dicha tasa modula la velocidad de difu-
sión de anestésicos a través de membranas lipídicas; las tasas de protonación bajas
mejoran la difusión de los anestésicos locales, mientras que las altas la reducen. Mos-
tramos además que existe una dependencia de pH y del estado termodinámico (fase)
de la membrana en la difusión anestésico local a través de múltiples bicapas de lípi-
dos. En base a estos hallazgos, hemos incorporado un nuevo indicio que nos permitirá
progresar en la comprensión del fenómeno de la anestesia.

2.2. Anestésicos: un poco de físico-química.

Los alcanos [26], alcoholes [18], benzodiacepinas [27], barbitúricos [28], ésters y amidas
[29], fenoles [28], éteres [30] e incluso gases inhertes [31] son anestésicos. Sin embargo, es-
tas moléculas han sido usadas para anestesia tanto local como general basadas en sus efectos
farmacocinéticos y toxicológicos, aunque solo algunos pocos han prevalecido en la práctica
clínica [2].

Una de las preocupaciones más relevantes en la farmacocinética es saber cómo las drogas se
difunden en los tejidos, que para los anestésicos tanto locales como generales depende de la so-
lubilidad en lípidos, i.e., del coeficiente de partición. Además, para los anestésicos locales dicha
difusividad depende del pH [32, 33]. Se ha demostrado que los anestésicos generales [34, 35]
y locales [36], incluso con su dependencia del pH [37], deprimen la transición del punto de
fusión de las membranas lipídicas, el cual también ha sido correlacionado con el coeficiente
de partición. Los anestésicos locales son bases débiles con tres componentes concomitantes:
(a) un anillo aromático lipófilo, (b) un éster o amida de cadena intermedia y (c) una terminal
amino. Los dos primeros determinan los aspectos lipófilos de la molécula, en el que una ma-
yor solubilidad en lípidos mejora la difusión a través de las vainas de mielina del nervio hacia
la membrana neuronal. Esta propiedad difusiva se correlaciona con la potencia del fármaco.
En solución acuosa, la terminal amino actúa como un interruptor ‘on-off’, donde dependiendo
del pH, permite la existencia del anestésico local en una forma terciaria (no-protonada), i.e.,
soluble en lípidos, o en una forma cuaternaria (protonada) que está cargada positivamente y
por lo tanto solubles en agua. Se asume que la forma protonada está relacionada con la in-
teracción proteína-anestésico [29]. De hecho, puesto que las especies no-protonadas presentan
una difusión más rápida en los tejidos, la alcalinización de soluciones anestésicas locales ha
demostrado la reducción del dolor de la infiltración de dicha solución, a expensas de reducir
el tiempo de aparición y duración de la anestesia [38]. Cada una de las especies, protonadas
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o no-protonadas, juegan un papel crucial en la sucesión de acontecimientos que conducen al
bloqueo del impulso nevioso. Sin embargo, no hay evidencias físicas y químicas que apoyen
el marco aceptado de la difusión de anestésico local a través de las membranas lipídicas, y
más aún, cómo dicha difusión puede ser modulada por la tasa de cambio entre las especies
protonadas y no-protonadas.

En este capítulo abordamos algunos aspectos difusivos importantes de los anestésicos lo-
cales a través de un estudio temporal de los cambios en la transición de fase de membranas
lipídicas puras. Este análisis fue comparado con anestésicos generales; tanto intravenosos como
inhalatorios. Nuestros resultados muestran que, en condiciones clínicas, la difusión de los anes-
tésicos locales es más lenta que con anestésicos generales. Además, nuestros datos muestran la
primer evidencia de la dependencia del estado termodinámico (fase) de la membrana con la
difusión del fármaco. Un análisis exhaustivo indica una dependencia del pH de la difusión del
anestésico local, revelando un comportamiento interesante precisamente en el rango de pH de
aplicación clínica. Centrándose en este pH, un análisis adicional sugiere que el uso (o no) de
distintos ácidos carboxílicos en solución, y sus diferencias en la naturaleza química, inducen
cambios significativos en la cinética de difusión de anestésicos locales a través de múltiples
bicapas. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, la importancia de la ‘tasa de proto-
nación’ en la cinética de difusión interlaminar de los anestésicos locales, que en comparación
con los anestésicos generales, nos permite ilustrar la esencia inherente de la función de ambos
tipos de anestesia.

2.3. Fenómenos difusivos en sistemas multilaminares

Los fosfolípidos con el grupo ‘colina’, saturados e insaturados, son las especies más abundan-
tes en las membranas plasmáticas [39]. En el presente estudio, recurrimos al 1,2-Dipalmitoil-sn-
glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC) para la preparación de liposomas como ‘membrana modelo’
(véase ‘Metodología experimental’ al final del capítulo).

2.3.1. Transiciones de fase: ‘doble’ y ‘única’

La difusión de los anestésicos es una propiedad excepcional que determina, en gran parte, su
respectivo use clínico [2]. La técnica de ‘calorimetría diferencial de barrido’ (DSC, por sus siglas
em inglés) ha sido utilizada previamente para modelar la cinética de permeación de drogas a
través de membranes de lípidos [40]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren un nuevo
método para seguir el proceso de difusión, basado en la medición de la entalpía calorimétrica.
Para evaluar los aspectos físico-químicas de la difusividad anestésica, investigamos el proceso
de difusión de tres anestésicos locales, procaína (PCN), lidocaína (LCN) y tetracaína (TCC), a
través de vesículas tanto multilaminares (MLVs) como unilamelares (LUVs) (ver Fig. 2.1). Los
experimentos se realizaron en ‘condiciones clínicas’, que comprenden: agua ultrapura (pH 4-6),
NaCl 100 mM y 0.97 mM fenilefrina (Phe) [38]. Como era de esperar, ambos sistemas LUVs y
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MLVs son igualmente afectados por el anestésico local respectivo, como se observa claramente
a través de la depresión de la temperatura de transición de la membrana.

Sin embargo, mientras en los experimentos con anestésicos locales en MLVs muestran una
transición de fase ‘doble’ (ver Fig. 2.1a, b, c), en LUVs se observa una transición de fase ‘única’
(ver Fig. 2.1d, e, f). La transición de fase ‘doble’ puede explicarse considerando dos estados
diferentes. El primero corresponde a las membranas exteriores del liposoma afectadas por los
anestésicos (pico izquierdo), mientras que el segundo corresponde a membranas internas que
aún no han sido afectadas (pico derecho). Independientemente del número de bicapas de lí-
pidos contenidos en los liposomas multilaminares, siempre se observan dos estados distintos.
Es importante remarcar que el cambio de transición de fusión (∆Tm) inducida por TCC es de-
pendiente de la concentración, lo que debería implicar transiciones intermedias debido a la
penetración gradual de TCC a través de bicapas internas. Sin embargo, curiosamente solo se
observan dos picos. Creemos que las membranas externas del sistema MLV llegan de inmediato
a una concentración máxima de TCC (estado saturado), que no puede ser superada por la con-
centración de TCC en el medio acuoso. Por lo tanto, tal concentración saturada de TCC en las
membranas depende estrictamente de la concentración de TCC del medio acuoso. Esto resulta
en un pequeño pico que se desplaza con respecto al pico original (control), i.e., pico izquierdo.
Seguido de eso, el fármaco contenido dentro de tales membranas externas se difunde hacia
adentro, agotando momentáneamente su concentración pero siendo rápidamente compensada
por TCC del medio acuoso (en otras palabras, las membranas externas se mantienen en equi-
librio). Debido a la polidispersidad del sistema de MLVs, las bicapas internas subsecuentes no
contienen la misma concentración de TCC en el momento de la medición, y por lo tanto, estas
contribuciones de entalpía no son suficientes para generar un continuo en el perfil calorimétri-
co. Una vez que las bicapas internas consiguen gradualmente el estado saturado, su entalpía
es sumada al pico izquierdo, lo que explica cómo éste se incrementa a través de los múltiples
barridos del DSC. Esto podría ser la razón de tener únicamente dos picos estrechos y no una
señal ancha o contínua.

Los experimentos en donde el anestésico local es añadido durante el proceso de hidratación
de lípidos en la preparación de MLVs, exhibe el mismo resultado que el caso de LUVs; en otras
palabras, solo se presenta un pico (ver Fig. 2.2). Esto confirma a su vez que una transición de fa-
se ‘doble’ corresponde a una etapa intermedia de la cinética de difusión del fármaco a través de
membranas de lipidos. Se realizaron experimentos control adicionales que demuestran un efec-
to nulo en las membranas de DPPC ante concentraciones clínicas de Phe. Sin embargo, el efecto
de Phe ha sido explorado únicamente en los experimentos realizados bajo ‘condiciones clínicas’.
Es importante mencionar que las concentraciones de anestésico utilizadas clínicamente están
dentro del régimen de saturación de ∆Tm (datos no mostrados), de modo que sus efectos son
comparables. Por lo tanto, e independientemente de una transición de fase ‘doble’ o ‘única’, el
orden de ∆Tm fue TCC>LCN>PCN, el cual es consistente con el orden de sus hidrofobicidades
y potencies anestésicas [33, 36, 41]. Por consiguiente, estos datos indican que, en ‘condiciones
clínicas’, la escala de tiempo para la difusión de anestésicos locales es relativamente lenta para
llevar a cabo un análisis más profundo en su cinética de difusión.
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Figura 2.1: Perfiles calorimétricos de MLVs y LUVs bajo la influencia de los anestésicos locales. Los
anestésicos locales fueron añadidos a la suspensión de MLVs y LUVs en su respectiva concentración clínica.
Después de 10 min, se realizó una secuencia completa de barridos sucesivos en modo calentamiento. (a) Pro-
caína (73 mM), (b) lidocaína (69 mM) y (c) tetracaína (25 mM). De este análisis se muestran los barridos
1 (s-1,�), 5 (s-5,4) y 10 (s-10,5). El tiempo entre barridos fue de aproximadamente 36 min. El mismo
proceso se muestra para (d) procaína, (e) lidocaína y (f) tetracaína en una suspensión LUVs. Puesto que
los barridos posteriores de LUVs no mostraron diferencias, solo se presenta el primer barrido (s-1,�). Co-
múnmente se observaron diferencias intrínsecas entre MLVs y LUVs en los perfiles calorimétricos control, sin
embargo, se sospecha que las ‘condiciones clínicas’ fueron la razón de la deformación peculiar en la transición
principal de la LUV. Los experimentos control (c,◦) muestran, tanto en MLVs como LUVs, la temperatura de
transición principal en 42.0◦C ± 0.01◦C. Las soluciones fueron ajustadas a pH 5 (HCl/NaOH). Las barras
de error muestran la desviación estándar.
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Figura 2.2: Comparación entre LUVs y MLVs bajo diferentes procesos de adición de TCC. En el caso
LUVs, la TCC fue añadida una vez que las vesículas se formaron bajo el protocolo estándar (�). Mientras
que para los MLVs, la TCC se mezcló previamente con la solución de lípidos en cloroformo/metanol (2:1,
v/v), y después de la evaporación de los solventes se procedió a la hidratación y formación de MLVs; dando
lugar a liposomas que contienen TCC en todas sus capas (◦). Es evidente que ambos casos presentan una
transición de fase ‘única’. En ambos casos las vesículas fueron preparadas en ‘condiciones clínicas’ y la TCC
fue empleada a 25 mM. Cada experimento se llevó a cabo dos veces debido a la alta reproducibilidad. Las
barras de error representan la desviación estándar.

Para comparar la difusividad entre los anestésicos locales y generales a través de las mem-
branas de DPPC, se llevaron a cabo experimentos de DSC con anestésicos inhalatorios (Óxido
nitroso, N2O y Xenón, Xe) e intravenosos (pentobarbital, PB y propofol, PPF). Los experimen-
tos se realizaron en agua ultrapura con la excepción del PB, el cual se usó mediante solución
inyectable. Los resultados con inhalatorios (ver Fig. 2.3a, c) e intravenosos (ver Fig. 2.3b, d),
ilustran una transición de fase ‘única’ tanto en MLVs como LUVs. Para los anestésicos intrave-
nosos, el ∆Tm fue mayor para PPF que con PB. Por otro lado, con inhalatorios, el ∆Tm fue
mayor para Xe que con N2O, ambos aplicados en las mismas condiciones (40 atm). La hidrofo-
bicidad innata de los anestésicos inhalatorios prohíbe su solubilidad en el medio acuoso de la
suspensión de liposomas, por lo cual se requieren altas presiones para aumentar la solubilidad
en agua de estos gases a través de la ley de Henry. Para ello se recurrió a un ‘sistema de alta
presión’ (SAP), el cual se describe en capítulos posteriores. El uso de altas presiones es nece-
sario para alcanzar el régimen de saturación del ∆Tm inducido por Xe [42] y N2O (datos no
mostrados). Cabe destacar que las altas presiones no son empleadas clínicamente, su uso es
exclusivamente necesario para aumentar la solubilidad en agua de ambos gases. Independien-
temente, nuestros resultados con intravenosos e inhalatorios, en sus respectivas condiciones,
son también consistentes con el orden de su hidrofobicidad y su potencia anestésica [43, 44].
En consecuencia, una transición de fase ‘única’ observada en MLVs nos permite inferir que los
anestésicos generales presentan una difusión mucho más rápida. Los argumentos moleculares
detrás de los resultados anteriores serán discutidos en las secciones posteriores. En el siguiente
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apartado se muestra detalladamente el método usado para el estudio de la cinética de difusión
y cómo ésta se ve modificada por distintos estados termodinámicos (fases) de la membrana.

Figura 2.3: Perfiles calorimétricos de MLVs y LUVs bajo la influencia de anestésicos generales. Los
anestésicos inhalatorios fueron introducidos a los MLVs y LUVs bajo un sistema de alta presión (HPS) a 40
atm, 70◦C, durante 2 horas. Después de este proceso de presurización, se realizó una medición de DSC en
modo calentamiento. Los anestésicos inhalatorios, Xe (�) y N2O (5) en los sistemas MLV (a) y LUV (c). Los
anestésicos intravenosos fueron añadidos a la suspensión de MLVs y LUVs a sus respectivas concentraciones,
56 mM (PPF) y 25 mM (PB). Después de 10 min se inició el barrido en modo calentamiento. Los anestésicos
intravenosos, PB (�) y PPF (5) en los sistemas MLV (b) y LUV (d). Los experimentos control (◦) muestran
la temperatura de transición principal en 41.8◦C ± 0.01◦C. La solución fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH).
Las barras de error representan la desviación estándar.

2.3.2. Cinética de difusión y su dependencia de fase

Para evaluar el tiempo de difusión de los anestésicos locales a través de múltiples bicapas, se
eligió la TCC debido a que presenta el∆Tm más grande en concentraciones clínicas (25 mM). Se
obtuvo un conjunto de 65 barridos de DSC sucesivos (modo calentamiento) de una suspensión
de MLVs para analizar la cinética de difusión de la TCC. Se comparó la cinética de difusión
completa entre ‘condiciones clínicas’ y el caso de ‘condiciones libres’ (libre de NaCl y Phe) (ver
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Fig. 2.4a). De la transición de fase ‘doble’, el pico izquierdo (H1) corresponde a las membranas
afectadas por TCC y el pico de la derecha (H2) a las membranas que aún no han sido alcanzadas
por la TCC. Es claro que la TCC induce considerablemente un mayor desorden de membrana
en ‘condiciones clínicas’ que en ‘condiciones libres’. Sin embargo, independientemente del∆Tm
inducido por TCC, ambos perfiles cinéticos evidencian que mientras H1 aumenta, H2 disminuye.
Después de un tiempo muy largo, la distribución homogénea de TCC a lo largo de las múltiples
bicapas conduce a la desaparición del pico H2. Dicho estado final es equivalente tanto al caso
LUV-TCC (ver Fig. 2.1c) como al caso donde la TCC es añadida a los MLVs desde el proceso
de hidratación (ver Fig. 2.2). Se calculó la entalpía calorimétrica (∆H), área bajo la curva,
para cada barrido de DSC. El ∆H total es separado en dos secciones a partir el punto medio
entre las dos transiciones, donde el área del pico izquierdo corresponde a H1 y el área del pico
derecho a H2 (ver Fig. 2.4b). Posteriormente, las entalpías calorimétricas individuales fueron
monitoreadas con el tiempo. El∆H total (∆Hmax) siempre se conservó:∆Hmax =∆H1+∆H2;
donde ∆Hmax es aproximadamente 36.7 y 34.2 kJ/mol para las condiciones ‘clínicas’ y ‘libres’,
respectivamente. Heurísticamente, en el caso del pico H1, el modelo de difusión que mejor se
adaptó a nuestros resultados experimentales fue:

∆H1(t) =∆Hmax(1− e−(κt)1/4) (2.1)

donde κ es un parámetro relacionado con la rapidez de penetración de la droga a través de bi-
capas (por simplicidad, lo llamamos ‘coeficiente de difusión’). Por otro lado, de la conservación
de ∆Hmax , es fácil observar que:

∆H2(t) =∆Hmax(e
−(κt)1/4) (2.2)

A partir de las ecuaciones (2.1) y (2.2), los valores mejor ajustados para κ, en condiciones
‘clínicas’ y ‘libres’, fueron 2.35 y 0.45 s−1, respectivamente (ver Fig. 2.4b). Por tanto, estos re-
sultados sugieren que las ‘condiciones clínicas’ inducen una difusión más rápida. Hasta donde
sabemos, no existen reportes previos con respecto a la permeabilidad y difusión de un fármaco
en las diferentes fases de la membrana. Así que, para explorar la dependencia de fase de la
membrana en la difusión de TCC, se realizó, en ‘condiciones libres’, una cinética de difusión si-
milar en fase gel (25◦C), en el punto de transición de fase (41.8◦C) y en fase fluida (55◦C) (ver
Fig. 2.4c). Nuestros resultados en MLVs indican que la incubación de TCC en la temperatura
de transición de fase muestra una difusión más rápida (κ= 9.5 s−1) que en la fase de fluida
(κ= 1.7 s−1), que a su vez es más rápido que en fase de gel (κ= 0.28 s−1). Estos resultados
pueden explicarse si recurrimos a un hecho muy conocido: las fluctuaciones de entalpía en las
membranas son maximizadas en el régimen de la transición de fase, lo que resulta en un má-
xima de capacidad calorífica pronunciado. Por otra parte, también se conoce que el volumen
y el área de la membrana son sometidos a cambios significativos en dicho régimen de fusión,
relacionados principalmente con isomerizaciones trans-gauche de las cadenas de lípidos. De
las relaciones de proporcionalidad entre el volumen/área y entalpía en el régimen de fusión, la
dependencia de la temperatura de las compresibilidades isotérmicas de volumen y de área son
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calculadas como una función simple del cambio de capacidad calorífica en la transición [45].
Incluso ambas cantidades se han encontrado experimentalmente con máximos pronunciados
en el régimen de fusión [46, 47]. Por lo tanto, nuestros resultados se correlacionan bien con la
declaración anterior, donde tanto la compresibilidad isotérmica como la difusividad son máxi-
mas en la transición de fase (Tm), y consecutivamente, valores más altos en fase fluida que en
gel. A continuación se muestra un estudio del ∆Tm como función del pH, exhibiendo efectos
interesantes justo en el rango de pH de las ‘condiciones clínicas’.

Figura 2.4: Caracterización, modelo difusivo y dependencia de fase de la cinética de difusión. (a)
Secuencia de 65 perfiles calorimétricos de la cinética de difusión de TCC en condiciones ‘clínicas’ (curvas
inferiores) y ‘libres’ (curvas superiores). La transición de fase ‘doble’ es dividida en dos secciones (H1 y H2)
del punto medio entre ambas transiciones. El tiempo entre los barridos fue de aproximadamente 36 min. (b)
Entalpías de H1 y H2 como función del tiempo para las condiciones ‘clínicas’ (4) y ‘libres’ (◦). Se indican
los modelos respectivos de mejor ajuste de donde se obtuvo el coeficiente de difusión, κ, de las condiciones
‘clínica’ (2.35 s−1) y ‘libres’ (0.45 s−1). Los valores de la entalpía calorimétrica total (∆Hmax) fueron 36.7
y 34.2 kJ/mol para las condiciones ‘clínicas’ (línea discontinua) y ‘libres’ (línea punteada), respectivamente.
Las barras de error muestran la desviación estándar. (c) Entalpías de H1 y H2 como función del tiempo para
los experimentos realizados en fase de gel (25◦C; ◦), fase fluida (41.8◦C;4) y la temperatura de transición
de fase (55◦C; �), en condiciones ‘libres’. Los valores de κ para la temperatura de transición de fase (9.5
s−1), fase fluida (1.7 s−1) y fase de gel (0.28 s−1) fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de
difusión. Se llevaron a cabo únicamente cuatro etapas representativas de la cinética completa para describir
la dependencia de fase de la membrana. La TCC fue añadida a los MLVs y se realizaron doce experimentos
independientes incubados el tiempo y a la temperatura respectiva. La TCC fue empleada a 25 mM y la
solución fue ajustada aproximadamente a pH 5 (HCl/NaOH).
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2.3.3. Dependencia de pH: desorden y difusión.

Dependiendo del pH, diferentes estructuras moleculares de los anestésicos locales pueden
ser favorecidas [29]. La TCC tiene dos sitios de protonación y por lo tanto dos valores de pKa
(pKa1 = 3.4 y pKa2 = 8.4) (datos obtenidos de ChemAxon); en consecuencia, ésta existe en
tres estados diferentes. La figura 2.5a muestra la TCC en sus formas no-protonada (1), una
vez protonada (2) y doblemente protonada (3). Con el fin de evaluar a fondo cómo las dife-
rentes especies de TCC afectan al ∆Tm, se desarrollaron ensayos calorimétricos para MLVs en
un amplio rango de pH, de 2 a 11. Para el control del pH, se utilizaron diferentes soluciones
amortiguadoras en función del valor de pH deseado. La figura 2.5b muestra los perfiles de ca-
lorimetría con/sin TCC como función del pH. Los experimentos control sin TCC ilustran que
tales amortiguadores no afectan la transición principal de las membranas de DPPC. Las especies
protonadas de DPPC se vuelven predominantes por debajo de pH 1.8 (pKa) (dato obtenido de
ChemAxon). La repulsión electrostática de los grupos fosfato negativos es atenuada después de
la protonación de la cabeza de lípidos, lo que implica una rigidización de la membrana donde se
incrementa su Tm. Nuestro resultado a pH 2, Tm = 43.5◦C, está de acuerdo con observaciones
preliminares del DPPC [48]. Por otra parte, la pequeña disminución de la Tm observada en los
experimentos control a pH 11, podría atribuirse a un aumento del potencial electrostático nega-
tivo en los grupos fosfato debido a la baja concentración de protones. Tal tendencia del∆Tm<0
en los experimentos control alcalinos (pH > 10) de DPPC, ha sido obtenida previamente [49].
También se ha reportado la hidrólisis ácida y alcalina del DPPC, sin embargo, ésta no es signifi-
cativa sino hasta después de 1 día de incubation en condiciones extremas de pH [50]. El ∆Tm
disminuye gradualmente hasta pH 10-11 (véase Fig. 2.5c inferior). La especie más hidrófoba
de TCC (ver Fig. 2.5a, 1) es básicamente la más predominante por encima de pH 10 (véase Fig.
2.5c superior). Además, su baja solubilidad en agua induce la formación de cristales de TCC en
solución, disminuyendo la concentración efectiva de TCC disponible para la interacción con la
membrana. Por tanto, estos resultados evidencian que cuanto más sea el carácter hidrófobo de
TCC, mayor será el ∆Tm. Sin embargo, de la figura 2.5b, se observa un pico control pequeño
(transición de fase ‘doble’) en los experimentos de TCC entre pH 4-6. En primer lugar, nuestros
resultados muestran la presencia de transiciones de fase ‘dobles’ exclusivamente entre pH 4-6,
el cual corresponde precisamente al rango de pH de aplicación clínica. En segundo lugar, es
evidente que el uso de soluciones amortiguadoras en los distintos experimentos de pH tiende
a acelerar significativamente el proceso de difusión de la TCC con respecto a tanto condicio-
nes ‘clínicas’ como ‘libres’ (ver Fig. 2.5a, primer barrido). En consecuencia, sospechamos que la
participación de un tercer agente en el sistema H2O-TCC es responsable de tales modificaciones
en la difusión de la TCC. En el siguiente apartado se abordan los detalles moleculares detrás
de este fenómeno, proponiendo un nuevo participante en la difusión de anestésicos; la tasa de
protonación.
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Figura 2.5: Dependencia de pH del ∆Tm. (a) Tres especies de TCC: no-protonada (1), una vez protonada
(2) y doblemente protonada (3). (b) Perfiles calorimétricos de experimentos control (línea continua) y TCC
(línea punteada) como función del pH. Las muestras de MLVs fueron preparadas en diferentes soluciones
amortiguadoras en función de su rango de pH efectivo. Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones
‘libres’. Es importante observar la aparición de transiciónes de fase ‘dobles’ debido a la TCC justo en el
intervalo de pH de la aplicación clínica (pH 4-6). (c) El panel superior muestra el porcentaje de la distribución
de las especies de TCC como función del pH. Cuando el pH se encuentra por encima del pKa2, la especie 1 es
más favorecida. Entre los pKa1 y pK2, predomina más la especie 2, mientras que la 3 lo hace por debajo del
pKa1. El panel inferior muestra el∆Tm entre los experimentos control y TCC presentados en b como función
del pH.

2.3.4. Tasa de protonación efectiva intermolecular (TPEI).

La transferencia de protones juega un papel esencial en muchos sistemas biológicos [51, 52,
53]. Algunos reportes han mostrado tasas de transferencia de protones en el orden de femtose-
gundos hasta microsegundos, altamente dependiente de la estructura química de la molécula
blanco y su entorno [54, 55, 56]. Recientemente, se han reportado diferencias pequeñas, pero
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significativas, en las tasas de transferencia de protones en lisosomas entre células de pulmón
normales (30 ps) y células de cáncer de pulmón (25 ps) [57]. Para determinar cómo la cinética
difusiva de la TCC es modulada por la tasa de protonación, se utilizaron cuatro ácidos carbo-
xílicos débiles (AC) (ácido fórmico, glicólico, cítrico y málico). Los AC seleccionados contienen
diferentes ‘grupos radicales’ unidos al grupo carboxílico. Dado que los AC no son individual-
mente amortiguadores de pH, se ajustó cuidadosamente el pH a 5 antes de introducir la muestra
en el equipo DSC. Este pH es un valor representativo del rango de pH de las ‘condiciones clí-
nicas’, lo que implica una concentración constante de [H+] en cada uno de los experimentos.
Por lo tanto, este argumento permite que el ‘grupo radical’ de los AC sea la variable libre, ya
que la estructura química de cada ‘grupo radical’ proporciona una tasa particular de transfe-
rencia de protones con el medio, dando como resultado una ‘TPEI’. La figura 2.6a muestra el
primer barrido del experimento de AC respectivo. Es fácil observar que el caso ‘H2O’ exhibe la
etapa más temprana en el proceso cinético, que comprende solo dos reacciones de equilibrio
acopladas (H2O-TCC). A pH 5, el intercambio constante entre especies 2 (97.06%) y 3 (2.9%)
de TCC es más favorecido que con la especie 1 (0.04%) (ver Fig. 2.5c superior). Por otro lado,
con la participación de los AC, las etapas subsecuentes están dadas por los ácidos málico, cí-
trico, fórmico y ácido glicólico (véase la Fig. 2.6a, A, B, C, D, respectivamente), que muestran
en su primer barrido una etapa cada vez más avanzada de la cinética difusiva. El caso de los
AC ahora corresponde a tres reacciones de equilibrio acopladas (H2O-TCC-AC) con diferentes
tasas de transferencia de protones. Se realizaron experimentos control para ilustrar que los AC
no afectan las membranas de DPPC (ver Fig. 2.7).

Para explorar las siguientes etapas de las cinéticas individuales de los AC en la difusión de
la TCC, se trazaron las entalpías calorimétricas (H1 y H2) en función del tiempo (ver Fig. 2.6b).
Solo 10 barridos de DSC (modo calentamiento) fueron suficientes para ilustrar que el mismo
modelo de difusión rige los comportamientos temporales de los AC. La única diferencia es la
rapidez (coeficiente de difusión, κ) para alcanzar el estado final. Para cuantificar los valores de
κ para los AC, los datos fueron ajustados utilizando nuestro modelo de difusión. La figura 2.6c
muestra los valores κ en función del AC respectivo. Este resultado revela que entre mayor sea
el valor de κ, más rápida será la difusión del fármaco, y por lo tanto se requiere menos tiempo
para alcanzar la etapa final (transición de fase ‘única’). De esta manera, nuestros resultados
con los anestésicos generales pueden conjeturar una κ muy grande, puesto que la etapa final
(transición de fase ‘única’) se alcanza casi instantáneamente. Se sabe que cuanto menor es
el valor de pKa, más fuerte es el ácido [58]. Los valores de pKa para los AC son 5.13 (ácido
málico), 4.67 (ácido cítrico), 4.27 (ácido fórmico) y 3.53 (ácido glicólico) (datos obtenidos de
ChemAxon), y si el agua es considerada como un ácido débil, su pKa sería aproximadamente
15.7. Ya que la acidez no se correlaciona directamente con la tasa de transferencia de protones,
estos resultados parecen esbozar un efecto producido por los AC, donde emerge una correlación
entre los valores de pKa y κ: entre más débil sea el ácido, más lenta será la difusión de la TCC.
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Figura 2.6: Cinética de difusión de TCC modulada por AC. Los liposomas MLVs fueron preparados en
diferentes soluciones de AC, ajustados a pH 5 (HCl/NaOH). Después de 10 min de la adición de TCC (25
mM), se tomó una secuencia de 10 barridos consecutivos de DSC (modo calentamiento). (a) Los primeros
barridos de cada AC fueron ordenados de acuerdo a su etapa en la cinética de difusión; H2O (◦), ácido málico
(A, �), ácido cítrico (B, 4), ácido fórmico (C, 5) y ácido glicólico (D, ∗). (b) Entalpías de H1 y H2 como
función del tiempo para H2O y el respectivo AC. La línea discontinua superior representa el ∆Hmax (∼34.2
kJ/mol), que se mantiene constante a lo largo de todos los experimentos. (c) Los valores de κ respectivos
fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de difusión como se ilustra en b. Es importante tener
en cuenta que la transición de fase ‘única’ obtenida para los anestésicos generales podría obedecer al modelo
de difusión considerando un valor κ muy alto.

Basado en la suposición de que la TPEI es el resultado de una dependencia intermolecu-
lar de los participantes involucrados en el medio (H2O-TCC-AC), sería crucial el cambio en la
concentración de cualquiera de estos tres participantes. La figura 2.8 presenta resultados adi-
cionales variando la concentración de AC (A = ácido málico) con el fin de destacar aún más la
importancia del concepto ‘TPEI’. Se implementaron dos concentraciones distintas de AC en la
preparación de MLVs, inferior (10 mM) y superior (0.1 M) a la usada anteriormente (10 mM).
Este resultado sugiere que concentraciones de ácido málico más bajas o más altas reducen o
aumentan la TPEI, lo que resulta en una difusión más rápida o más lenta de TCC, respectiva-
mente.
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Figura 2.7: Experimentos control de MLVs bajo la influencia de AC. Los cuatro AC fueron probados de
forma independiente a través de la solución de hidratación utilizada en la preparación de MLVs, a pH 5, sin
TCC. Obsérvese que los AC no afectan la transición de las membranas en las condiciones empleadas.

Además, la figura 2.9 muestra claramente que la difusión de TCC también está regulada
por su propia concentración (1:1, 1:6, 1:12 mol/mol DPPC/TCC), exhibiendo distintos ∆Tm.
Este análisis sugiere que, efectivamente, la variación de la proporción de cualquiera de los tres
participantes involucrados resulta en una TPEI diferente, regulando así la difusión del fármaco.

2.4. Aspectos moleculares de los fenómenos difusivos

Los argumentos moleculares detrás de los resultados anteriores se basan en la naturaleza
química de ambos anestésicos locales y generales. Como se mencionó anteriormente, los anes-
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Figura 2.8: Cinética de difusión de TCC modulada por la concentración de ácido málico. Los liposomas
MLVs fueron preparados en diferentes concentraciones de ácido málico (A), ajustados a pH 5 (HCl/NaOH).
Después de 10 min de la adición de TCC (25 mM), se tomó una secuencia de 10 barridos consecutivos de
DSC (modo calentamiento). (a) Los primeros barridos de cada caso se clasificaron de acuerdo a su etapa en
la cinética de difusión; H2O (◦), ácido málico en 10 mM (4), 10 mM (�) y 100 mM (5). (b) Entalpías
de H1 y H2 como función del tiempo para H2O y la respectiva concentración de ácido málico. La línea
discontinua superior representa el ∆Hmax (∼34.2 kJ/mol), que se mantiene constante a lo largo de todos
los experimentos. (c) Los valores de κ respectivos fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de
difusión como se ilustra en b. Este resultado sugiere que las concentraciones inferiores o superiores de ácido
málico reducen o aumentan considerablemente la TPEI, lo que resulta a su vez en una difusión de TCC más
rápida o más lenta, respectivamente.

tésicos locales son bases débiles con uno o dos grupos amino protonables, que dependiendo
del pH, se favorecen las especies protonadas o no-protonadas [29]. Los anestésicos generales
son principalmente hidrofóbicos [59]; los inhalatorios no dependen del pH, mientras que los
intravenosos no tienen sitios de protonación sino hasta valores extremos de pH. Las moléculas
cargadas, tales como las especies protonadas de los anestésicos locales, son regidas por inter-
acciones de tipo Coulomb de largo alcance. Por otra parte, las moléculas hidrofóbicas/átomos,
tales como anestésicos generales o regiones hidrofóbicas no-protonadas de los anestésicos lo-
cales, se rigen por interacciones de van der Waals de corto alcance [60]. La figura 2.10a pro-
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Figura 2.9: Cinética de difusión de TCC modulada por su propia concentración. Los liposomas MLVs
fueron preparados en condiciones ‘libres’, ajustados a pH 5 (HCl/NaOH). Después de 10 min de la adición
de TCC a su respectiva concentración, se tomó una secuencia de 5 barridos consecutivos de DSC en modo
calentamiento (s-1-5). Se estudiaron 3 relaciones molares de DPPC/TCC; 1:1 (∼4 mM TCC, cuadrados),
1:6 (∼25 mM TCC, círculos) y 1:12 (∼50 mM TCC, triángulos), mientras que el DPPC se mantuvo a una
concentración constante de ∼4 mM. Está claro que la difusión de TCC está regulada incluso por su propia
concentración y su grado de desorden inducido en la membrana (∆Tm).

porciona una representación esquemática de los potenciales de interacción coulombiana y van
der Waals a través de una bicapa de DPPC. Las especies protonadas generalmente exhiben una
posición bien definida en la región de la cabeza de lípidos con una orientación preferencial nor-
mal al plano de la bicapa, donde la amina ternaria cargada mantiene interacciones coulómbicas
mediadas por H2O con los grupos fosfato negativos de los lípidos [61, 62, 63]. Esta interacción
electrostática atractiva compite contra el ruido térmico por mantener interacciones duraderas.
Algunos cálculos del potencial de fuerza media sugieren que la energía potencial de interacción
entre TCC y la cabeza polar de los lípidos de membrana, es aproximadamente tres veces mayor
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a la energía térmica (KBT) para la especie cargada, mientras que es menor para la neutra [63].
En contraste, esta forma neutra de los anestésicos locales muestra una penetración más rápida
en múltiples bicapas, siendo libre de difundirse en las direcciones laterales así como para saltar
de un lado a otro en la bicapa [62, 63]. Debido a la energía potencial negativa de van der Waals
en el núcleo acilo del ácido graso, las especies neutras de anestésicos son atraídas y localizadas
en la parte superior de las colas de lípidos, perpendicular al plano de la bicapa. Por otro lado,
cuando esta especie neutra se adentra aún más en el núcleo hidrofóbico de la bicapa (colas de
lípidos) se asume una orientación paralela a dicho plano [62, 63].

Figura 2.10: Aspectos moleculares detrás de la TPEI. (a) Potenciales de Coulomb y van der Waals a
través de una bicapa de DPPC [64]. El grupo fosfato cargado negativamente posee un potencial de interacción
negativa mientras que el grupo colina participa con una contribución positiva debido a sus respectivos cargos.
Por otro lado, la hidrofobicidad de las cadenas ‘acilo’ contrasta un potencial de interacción negativo de van
der Waals. (b) Tres diferentes reacciones acopladas participan en la transferencia dinámica de protones en
el medio. La contribución total de protones ([H+]Total) de cada reacción fue ajustada a pH 5 utilizando
NaOH ([H+]Ad j). La TPEI puede ser considerada como una consecuencia de la dependencia mutua entre las
reacciones involucradas (H2O-TCC-AC), en las cuales está implicada la tasa de protonación de la TCC. El
grupo radical de los AC es la única variable libre en estas reacciones, lo que conduce a una manipulación de
la TPEI, que por lo tanto, a su vez regula la difusión de la TCC.

A pesar de que las moléculas hidrofóbicas requieren una distancia más cercana para interac-
tuar y penetrar en las colas de lípidos, son capaces de escapar fácilmente del pozo de potencial
(mínimo de energía) debido al ruido térmico (ver Fig. 2.10a). Esto sugiere cómo la especie 1
de TCC o cualquier anestésico general es capaz de penetrar a través de las múltiples bicapas lo
suficientemente rápido para producir una transición de fase ‘única’. No obstante, la alternan-
cia perpetua entre las especies protonadas y no-protonadas de los anestésicos locales modula
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su solubilidad en lípidos [65], y por lo tanto, retrasa suficientemente su difusión a través de
bicapas de lípidos para dar lugar a una transición de fase ‘doble’.

En la literatura, se han reportado tasas de transferencia de protones para el agua en el orden
de femtosegundos [66], mientras que para el ácido fórmico en los nanosegundos [67]. Hasta
donde sabemos, no existen evidencias sobre el resto de los AC que se utilizaron en este trabajo.
Sin embargo, ya que las tasas de transferencia de protones para el agua y el ácido fórmico
parecen estar en acuerdo con nuestros resultados (Fig. 2.6a, H2O y C), es de esperar que los
otros tres AC se ajusten a esta correlación. Si tenemos en cuenta que el medio posee siempre
la misma [H+] (pH 5), la única variable libre reside en el ‘grupo radical’ de los AC. Es bien
sabido que la fuerza de ácidos débiles es modificada por la electronegatividad de los átomos
que componen el ‘grupo radical’. Valores de pKa bajos para AC fuertes puede atribuirse a una
baja retención electrostática de H+ en el grupo protonable, explicando la acidez adquirida del
medio. Esta retención electrostática de H+ puede resultar en una tasa de protonación baja. La
suposición anterior también podría explicar por qué la necesidad de disminuir el pH hasta el
valor pKa incrementando así las especies protonadas, a pesar de la baja retención electrostática
de H+ de la molécula. En conjunto, podemos concluir que entre más débil sea el AC, más alta
será su ‘tasa de protonación’.

La figura 2.10b esquematiza las tres reacciones de equilibrio acopladas, las cuales depen-
den de ‘grupo radical’ de los AC. El pH ajustado a 5 representa la concentración efectiva de
protones [H+] del medio. Se espera que el TPEI sea función de las tasas de transferencia de
protones individuales de cada una de las tres reacciones de equilibrio acopladas. Así, la depen-
dencia mutua entre la TPEI y la regulación de las especies 2 y 3 de TCC, permite por lo tanto la
modulación de la difusión del fármaco. Es importante tener en cuenta que la interacción elec-
trostática entre la amina terciaria positiva de la TCC, correspondiente al pKa2 (8.4), y el grupo
fosfato del lípido negativo, produce una ligera disminución de tales valores de pKa [68]. Asi-
mismo, el pKa1 (3.4) podría ser desplazado hacia valores inferiores o superiores debido a una
interacción electrostática similar. Puesto que los experimentos de AC se llevaron a cabo a pH
5, el intercambio más relevante de especies de TCC ocurre entre 2 y 3 (pKa1). La perturbación
del pKa1 debido a la interacción TCC-membrana es capaz de afectar, por tanto, la transferencia
de protones entre ambas especies de TCC (2 y 3). Sin embargo, este efecto es incluido en el
TPEI, permaneciendo constante en todos nuestros experimentos.

En general, nuestros datos demuestran que las diferencias en el TPEI juegan un papel crucial
en la cinética de difusión de los anestésicos locales a través de múltiples membranas. Desde el
punto de vista fundamental nuestros resultados sugieren que la “difusividad” ilustra la esencia
inherente detrás del anestésico local o general, lo que podría conducir a la comprensión de un
mecanismo de la anestesia más completo. Por otro lado, desde el punto de vista aplicado estos
hallazgos prometen una aplicación potencial en la medicina, en particular en la anestesiología,
proponiendo el diseño de nuevos fármacos así como también la modulación de la difusión por
medio de un ‘agente regulatorio’ en el vehículo de aplicación.
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2.5. Metodología experimental

Reactivos. El DPPC fue adquirido en Avanti Polar Lipids, manipulado sin purificación pos-
terior. NaCl, clorhidrato de Phe, clorhidrato de PCN, clorhidrato de LCN, clorhidrato de TCC,
PPF, ácido cítrico, citrato de sodio, ácido málico, ácido glicólico, ácido fórmico, ácido 2-(N-
morfolino)etanosulfónico (MES), tris(hidroximetil)aminometano (TRIZMA), 2-amino-2-metil-
1,3-propanodiol (AMPD), 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) y ácido 4-(ciclohexilamino)-1-
butanosulfónico (CABS) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. PB sal de sodio fue adquirido en
Cheminova (inyección de PB sódico). Todas las sustancias químicas fueron manipuladas sin
purificación adicional.

Preparación de MLVs y LUVs. Los lípidos fueron hidratados con la solución acuosa desea-
da (H2O Milli-Q, 18.2 MΩ.cm, pH 4-6) por encima de la temperatura de transición del DPPC
(41.6◦C). La suspensión fue agitada suavemente a 600 rpm durante 30-40 min a 55◦C, usando
una estación de degasificación (TA Instruments). Este procedimiento genera vesículas multila-
minares (MLVs). Los LUVs fueron preparados a partir de la suspensión de MLVs por extrusión
a través de membranas de policarbonato de 100 nm (Membranas Nucleopore, Whatman). Este
proceso también fue realizado por encima de la transición de fusión de los lípidos usando un
mini-extruder (Avanti Polar Lipids). Se usó una concentración de lípidos de 4 mM en todos los
experimentos.

Análisis calorimétrico. Los perfiles de capacidad de calorífica fueron tomados a una ve-
locidad de barrido constante de 1◦C/min y una presión constante de 3 atm. Antes de que las
muestras fueran introducidas en los capilares del DSC, las muestras fueron degasificadas a baja
presión (635 mmHg) durante 10 min a 25◦C. El calorímetro (microcalorímetro, NanoDSC, TA
Instruments) fue conectado por medio de una interfaz a una PC, y los datos fueron analizados
utilizando el software proporcionado con el instrumento. Previo a comenzar la exploración ca-
lorimétrica, las muestras se equilibraron térmicamente durante 5 min a 25◦C. La mayoría de
los barridos se realizaron en modo calentamiento de 25 a 50◦C. Todos los experimentos de DSC
se llevaron a cabo únicamente dos veces debido a la alta reproducibilidad. Los detalles sobre la
preparación de las muestras se describen más adelante.

Experimentos con anestésicos locales. En ambas preparaciones, MLVs y LUVs, se utilizó
una solución de hidratación de NaCl 100 mM en agua ultrapura. Ambas suspensiones de lí-
pidos fueron ajustadas a las condiciones clínicas estándar mediante la adición del respectivo
anestésico PCN (73 mM), LCN (69 mM), TCC (25 mM) y Phe (0.97 mM) [38, 69, 36]. Clíni-
camente, la Phe es utilizado como vasopresor con el fin de contrarrestar el efecto hipotensor
de anestésicos [38]. La solución fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH). Los experimentos control se
llevaron a cabo en las mismas condiciones sin el uso de anestésicos. El análisis de DSC se inició
10 minutos después de que los liposomas y el anestésico en cuestión entraran en contacto, de
los cuales 5 minutos corresponden a la termalización previa del DSC. Se realizó una secuencia
de 10 barridos consecutivos en modo calentamiento para cada experimento.

Experimentos con anestésicos inhalatorios. Se utilizó un ‘sistema de alta presión’ (SAP)
construido en nuestro laboratorio para exponer la suspensión de liposomas a los gases Xe y
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N2O. Los detalles completos del arreglo experimental se describirán en el siguiente capítulo.
Tanto MLVs como LUVs, preparados en agua ultrapura, fueron depositados en la SAP donde se
introdujo el gas correspondiente. La solución fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH). La temperatura
de las muestras fue controlada mediante un sistema de recirculación de agua (PolyScience) co-
nectado al SAP. Este dispositivo fue diseñado para alcanzar altas presiones, lo que nos permitió
aumentar alrededor de 10 veces la presión inicial de la cámara. Los parámetros en el proceso
de presurización de Xe y N2O fueron el tiempo de exposición (2 horas), la temperatura (70◦C)
y la presión de gas (40 atm). Una vez que se alcanzó la presión deseada, comenzó el tiempo
de exposición. Por último, una vez que la suspensión de liposomas fue retirada del SAP, se lle-
va a cabo el análisis calorimétrico. La ley de Henry nos ayudó a comprender cómo los gases
se incorporan en la suspensión acuosa [42]. Esta ley establece que, a temperatura constante,
la solubilidad de cierto gas en un líquido es directamente proporcional a la presión del gas
aplicada sobre líquido.

Experimentos con anestésicos intravenosos. Los liposomas MLVs y LUVs se prepararon
en agua ultrapura en donde posteriormente se añade la concentraciones correspondientes de
PPF (56 mM) y PB (25 mM). La solución fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH). Los experimentos
de PPF y PB fueron realizados de 15 a 45◦C y 25 a 50◦C, respectivamente. Los experimentos
control se llevaron a cabo en las mismas condiciones sin el uso de anestésicos. El análisis de
DSC se inició 10 minutos después de que los liposomas y el anestésico en cuestión entraran en
contacto. Se realizó una secuencia de 10 barridos consecutivos en modo calentamiento para
cada experimento. Sin embargo, todos los perfiles calorimétricos fueron idénticos (transición
de fase ‘única’).

Dependencia de fase de la cinética de difusión. Los liposomas MLVs fueron preparados
en agua ultrapura. La solución se ajustó aproximadamente a pH 5 (HCl/NaOH). Se incubaron
diferentes muestras con TCC (25 mM) a 25◦C (fase gel), 41.8◦C (temperatura de fusión) y 55◦C
(fase fluida). Se llevaron a cabo cuatro etapas representativas de la cinética completa en cada
fase (0, 3, 24 y 60 horas). El experimento respectivo se realizó bajo el análisis calorimétrico
descrito anteriormente.

Dependencia de pH del ∆Tm. Se realizaron distintas preparaciones de liposomas MLVs en
10 mM de las siguientes soluciones amortiguadoras: glicina-HCl (pH 2), ácido cítrico-citrato de
sodio (pH 3, 4 y 5), MES (pH 6), TRIZMA (pH 7), AMPD (pH 8 y 9), AMP (pH 10) y CABS (pH
11). La TCC fue empleada a 25 mM, y las soluciones fueron ajustadas al valor de pH respectivo
(HCl/NaOH). Los experimentos control se llevaron a cabo en las mismas condiciones sin el uso
de anestésicos.

Dependencia de AC’s en la cinética de difusión. Se realizaron distintas preparaciones
de liposomas MLVs en soluciones con 10 mM de cada uno de los siguientes AC: ácido málico,
cítrico, fórmico y glicólico. Las muestras fueron ajustadas a pH 5 (HCl/NaOH) antes de ser
introducidas al DSC. La TCC fue empleada a 25 mM. El análisis de DSC se inició 10 minu-
tos después de que los liposomas y la TCC entraran en contacto. Los experimentos control se
llevaron a cabo en las mismas condiciones sin el uso de anestésicos.
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3.1. Resumen

El mecanismo de cómo un gas noble modifica la excitabilidad de las células nerviosas
y cómo dicha excitabilidad puede ser recuperada bajo presión hiperbárica sigue sien-
do desconocido. En este capítulo, a través de un estudio calorimétrico, abordamos el
fenómeno de la ‘depresión del punto de fusión’ (DPF) inducido por los gases nobles en
membranas de lípidos modelo (DPPC), y su recuperación parcial con presión hidrostá-
tica. Se encontró además una correlación importante entre la polarizabilidad dipolar
eléctrica (α) de estos gases y su efecto en la transición de fusión de las membranas.
Estos resultados coinciden con otros hallazgos que apoyan la idea de que la anestesia
general solo depende de la capacidad de ciertos átomos o moléculas para aumentar el
desorden general de la membrana plasmática.

3.2. La anestesia de los gases nobles

Como vimos en capítulos anteriores, existe una gran variedad de especies químicas de anes-
tésicos y la regla de Meyer-Overton correlaciona de forma robusta su solubilidad en grasas y
potencia anestésica. Sin embargo, ¿qué hace un gas noble, neutro, inerte y muy polarizable
en dicha regla? Esto cuestiona a su vez los modelos vigentes de receptor-ligando y motiva el
estudio de las interacciones entre gases nobles y estructuras lipídicas.

Aunque los gases nobles poseen aparentemente mínimas capacidades de interactuar con
sitios de acción putativos, el Xenón es usado clínicamente como anestésico [70]. Además, el
kriptón y argón muestran un efecto anestésico a presiones hiperbáricas, mientras que por otro
lado, el neón y el menos narcótico, helio, no causan anestesia a presiones parciales sino hasta sus
umbrales convulsivos [71, 72]. Curiosamente, incluso el nitrógeno es capaz de inducir narcosis
a presiones hiperbáricas [73]. Actualmente, no se han identificado bien los sitios de acción espe-
cífica para los gases nobles y N2, sin embargo, algunos estudios proponen una acción inhibitoria
en sitios hidrofóbicos dentro de canales iónicos tales como los receptores N-metilo-D-aspartato
(NMDA) [74, 75] y α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPA) [76, 77], mien-
tras que con el receptor γ-aminobutírico (GABAA) [74, 78] el efecto es despreciable. Otras
proteínas han sido postuladas para dicho paradigma [79, 80]. Independientemente de la pro-
teína propuesta, esta percepción indica cambios estructurales causados por los anestésicos, sin
embargo, como se discutirá más adelante, la presión hidrostática y otros agentes que revier-
ten la anestesia difícilmente podrían proveer una reversibilidad estructural en las proteínas sin
considerar el medio lipídico. Esto solo se ha justificado a través de una dislocación/disociación
entre las moléculas anestésicas y sus respectivos sitios de acción [81].

La simplicidad y elegancia de los gases nobles surge del hecho de que todos estos elemen-
tos poseen orbitales exteriores completamente llenos de electrones, éstos son simétricamente
esféricos, y en consecuencia, son neutros y no tienen momentos diplomares permanentes. Esta
peculiaridad hace que no sean capaces de formar puentes de hidrógeno con otros elementos
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(al menos en condiciones normales). Estas características magnifican el problema para explicar
cómo los gases nobles pueden producir anestesia a través de un enlace específico y suficiente-
mente duradero según la hipótesis del receptor proteico. Por consiguiente, el papel de los gases
nobles en la anestesia general puede brindar pistas hacia un mecanismo más adecuado. Igual-
mente esencial, cualquier intento por definir tal mecanismo molecular debe explicar también el
fenómeno de la reversibilidad con presión, el cual se discutirá más adelante. En este apartado
se muestra, por primera vez, un estudio experimental del fenómeno de la depresión del punto
de fusión (DPF) en membranas puras de lípidos inducido no solo por el Xenón, sino por otros
tres gases nobles (He, Ar y Kr).

3.3. Efecto de los gases nobles en la transición de fase de
membranas

3.3.1. Caracterización del sistema experimental

Con el fin de explorar la difusividad de los gases nobles en una suspensión de liposomas,
se llevó a cabo un estudio previo de caracterización del gas Xenón en función de la presión
y tiempo de exposición. En este estudio recurrimos a vesículas unilaminares pequeñas (SUVs)
compuestas de DPPC como ‘membrana modelo’ (véase ‘Metodología experimental’ al final del
capítulo). La figura 3.1 muestra el valor absoluto del cambio en la temperatura de fusión (∆Tm)
de los liposomas dopados con Xe como función del tiempo de exposición, a 4 atm y 30◦C. De
estos resultados se puede observar que 2 hrs de exposición al Xe representa el tiempo míni-
mo para permitir que este gas se difunda hacia los liposomas y produzca su máximo efecto.
Una correlación análoga se puede observar para distintas presiones de Xe, con parámetros de
presurización de 2 hrs y 30◦C. De esto último, el punto de saturación (∼3 atm) representa
la capacidad máxima de los liposomas para contener átomos de Xe e inducir su efecto máxi-
mo en el punto de fusión. Al igual que con este gas, una tendencia similar, pero con puntos
de saturación más bajos, se puede observar para el resto de los gases nobles; He, Ar, and Kr
(datos no mostrados aquí). Por otra parte no se observó ninguna dependencia con el estado
termodinámica de la membrana, i.e., el efecto de los gases nobles es el mismo a temperaturas
debajo (fase gel) o por encima (fase líquida) de la Tm de las membranas durante el proceso de
presurización.

La solubilidad los gases en agua esta dada por la constante de Henry (kH) , la cual a su vez
depende de la temperatura [82]. La ley de Henry puede ser usada para obtener una aproxi-
mación de la concentración de gas en el medio acuoso como función de la presión aplicada. A
continuación se muestra este proceso para los parámetros del Xe, pero es posible esbozar una
aproximación similar para los otros gases, usando su correspondiente kH a la temperatura del

experimento. La kH del Xe es aproximadamente 1.4 x 10−4 molgas
atm·molsoln

, a 30◦C [82]. A partir
del peso molecular del agua (∼18.015 g/mol) y su densidad (∼995.678 g/L) a 30◦C [83], se
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puede obtener para el agua una molaridad de ∼55.269 mol/L. Relacionando estos parámetros
con la ley de Henry, y usando 1 atm de Xe, se estima que la molaridad de dicho gas es ∼7.738

x 10−3 molgas
L . Por lo tanto, debido a la linearidad de la ley de Henry, es posible establecer una

relación general entre la molaridad del gas (MX e) y la presión (PX e) a 30◦C: MX e ≈ 7.738 x

10−3 molgas
atm·L · PX e.

Figura 3.1: Caracterización del efecto del gas Xenón en liposomas. |∆Tm| como función de los tiempos
de exposición al Xe (◦) y presiones aplicadas (4). Puesto que∆Tm es siempre negativo (la temperatura final
es siempre menor que la inicial), se grafica el valor absoluto para ilustrar la saturación del cambio a altas
presiones y tiempos de exposición. La temperatura de fusión control para el DPPC fue 41.815◦C ± 0.011◦C,
medido a 3 atm.

Una vez explorados los parámetros de presión y tiempos de exposición del Xe en la suspen-
sión de liposomas, es posible abordar el estudio comparativo entre los distintos gases nobles.
En el siguiente apartado discutiremos el efecto de los gases nobles en función de algunas de sus
propiedades físicas intrínsecas, las cuales pueden ser determinantes en su acción anestésica.

3.3.2. Polarizabilidad y desorden de lípidos

Puesto que tanto los gases nobles como los diatómicos son neutros y no polares, no exis-
ten interacciones electrostáticas tipo Coulomb relacionadas con su modo de acción anestésica.
Sin embargo, permanecen dos componentes imperativas de la energía de ligadura de van der
Waals: el término carga-dipolo inducido (energía de Debye) y el término dipolo inducido-dipolo
inducido (energía de dispersión de London). La polarizabilidad dipolar eléctrica (α) es una
propiedad física estrechamente relacionada con estas energías de dispersión y representa una
medida de la distorsión de las nubes electrónicas de las moléculas en interacción. Entre mayor
sea el átomo/molécula (i.e. entre mayor sea la nube electrónica), más grande es α, y por lo
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tanto, su hidrofobicidad. Así, entre mayor sea la α de un anestésico, mayor será su tendencia
para alcanzar el núcleo hidrofóbico de una membrana de lípidos, lo cual podría perturbar la
estabilidad estructural de las colas de los lípidos.

Figura 3.2: Efecto de los gases nobles en la transición de fase de membranas. ∆Tm como función
de la polarizabilidad dipolar eléctrica de los gases nobles (4). El recuadro interno (◦) muestra un colapso
adimensional del mismo efecto con los puntos de ebullición (TB) de los respectivos gases y la temperatura
del experimento (T0). Las polarizabilidades de los gases fueron tomadas de [84].

La figura 3.2 muestra el∆Tm producido por los gases nobles como función de sus respectivas
α. El neón, cuyo efecto puede ser considerado entre el helio y el argón, no fue implementado
en este trabajo. Todos los gases fueron empleados bajo las mismas condiciones, buscando su
efecto máximo: 100 atm de presión durante 2 hrs a 70◦C (T0). El recuadro interno ilustra un
colapso adimensional a un mismo valor (∼0.04) usando el punto de ebullición de cada gas (TB)
y la temperatura del experimento (T0). La TB, como algunas otras propiedades de estos gases,
está directamente relacionada con las interacciones de van der Waals, donde α esta implicada,
por lo cual, el colapso obtenido muestra que α puede ser considerada como una signatura en
el efecto producido por los gases nobles en membranas de lípidos.

Desde la nube electrónica más pequeña del helio hasta la más grande del Xenón, ocurre una
correlación significativa: a mayor α, mayor es el corrimiento en la Tm hacia bajas temperaturas.
Puesto que la temperatura es una manifestación de la energía cinética y la cohesión de la ener-
gía potencial, el balance entre estas dos formas de energía es responsable de las propiedades
físicas de la materia [85]. De modo que, si la cohesión de un sistema es reducida, se requiere
menor temperatura para fundirlo. Esto se vuelve más claro si recordamos que siempre hay un
equilibrio entre los términos entálpicos y entrópicos como se expresa en la ecuación de la ener-
gía libre: G=H−TS [86]. Cuando un átomo noble se difunde dentro de las membranas, ‘H’ se
vuelve menos negativa (i.e. la energía potencial cohesiva entre lípidos decrece), por lo tanto ‘S’
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aumenta conforme el sistema se vuelve más desordenado. El incremento de entalpía, debido
al gas noble intruso, podría ser explicado usando el término Axilrod-Teller del dipolo-triple en
el potencial de interacción [87, 88]. Este término es positivo para un arreglo triangular agudo
de átomos y negativo para geometrías lineales. Es importante tener en cuenta que la mayor
parte del tiempo la interacción de tres cuerpos es positiva, ya que la energía térmica aumenta
la probabilidad de encontrar configuraciones triángulares. En una membrana, dos colas de lí-
pidos están unidas por interacciones de van der Waals (la cohesión efectiva de todo el sistema
está dada por la suma de estas interacciones por pares). Cuando un átomo noble se aproxima a
estas colas de lípidos e interactúa como un tercer cuerpo, es capaz de perturbar la interacción
lípido-lípido con una contribución positiva la cual es proporcional a α y escala como r−9 [87].
En los gases raros esta contribución es muy pequeña y no afecta a cualquier propiedad medible,
excepto cuando los átomos forman un cristal [87]. Es por esto que en el caso de una membrana
(visto como un cristal de lípidos) el efecto de un tercer cuerpo es notable, reduciendo la cohe-
sión y, por lo tanto, la T m. En resumen, visto como un fenómeno de ‘causa-efecto’, se produce
el siguiente curso de acontecimientos: un gas noble entra en la membrana, reduce la cohesión
(a través del término positivo del dipolo-triple) visto como un incremento de entalpía, que por
ende genera un aumento de entropía y, finalmente, ocurre una reducción en la temperatura de
fusión del sistema. Esto sugiere una conexión clara entre α y los cambios estructurales ejercidos
por los gases nobles en las membranas lipídicas. El efecto se representa esquemáticamente en
la figura 3.3.

Las variables físicas de membranas de lípidos, tales como el orden de lípidos, área lateral
y volumen, pueden ser gradualmente alterados con la inclusión de átomos inertes, los cuales
comparten una única variable física en común: su tamaño y α. Algunos detalles moleculares
adicionales son necesarios para elucidar el desorden causado por otras especies de anestésicos
más complejas. Mientras que algunos estudios de dinámica molecular reportan una mayor afi-
nidad del Xenón por el núcleo hidrofóbico de membranas [89], otros estudios experimentales
sugieren que la interacción Xe-membrana es dirigida a la región anfifílica de los lípidos [90].
Sin embargo, sea cual sea la región precisa de interacción, el desorden de la membrana de
lípidos causado por los gases nobles es un hecho inexorable.

3.4. Reversibilidad estructural con presión

Si existiera algún sitio de acción más relevante para el fenómeno de la anestesia, una cla-
ve importante para comprender este problema sería el hecho de que la anestesia general es
dependiente de la presión hidrostática.

Los primeros indicios del efecto reversible de la anestesia mediante el uso de presión fueron
demostrados en el nado de renacuajos [91], donde la presión hidrostática (200-300 atm) fue
capaz de revertir el efecto anestésico del etanol y etil carbamato. Subsecuentemente, otros
trabajos experimentales sobre este fenómeno fueron extendidos a tritones, ratones y algunos
organismos marinos [92, 93, 94], usando un amplia variedad de anestésicos tanto líquidos
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Figura 3.3: Representación esquemática de los cambios estructurales de membrana producidos por
los gases nobles. a) He, b) Ar, c) Kr y d) Xe.

como gases.
Recientemente, Yasuoka et al. [89] llevaron a cabo Simulaciones de Dinámica Molecular

(SDM) para elucidar la naturaleza difusiva del Xenón dentro de una bicapa de lípidos. Ellos
reportaron un decremento en el orden de orientación de las colas de lípidos, un incremento
en área y volumen por molécula, y un incremento en su difusividad. Además, en este mismo
trabajo se destacan, por primera vez tanto en SMD como con un gas noble, evidencias del efecto
antagónico entre anestesia y presión.

El estudio que se presenta a continuación fue inspirado en los resultados de SDM de Ya-
suoka et al. [89], en donde demostramos experimentalmente el efecto reversible de la presión
hidrostática sobre el fenómeno de DPF inducido por Xenón. La evidencia de dicho efecto se
presenta en la figura 3.4, la cual muestra perfiles calorimétricos de liposomas dopados con Xe
(4 atm, 2 hrs, 30◦C) medidos a distintas presiones hidrostáticas (1, 3 y 6 atm) aplicadas por
el calorímetro. Los liposomas dopados con He (mismas condiciones de presurización) ilustran
que la presión per se no afecta los resultados. El recuadro interno muestra claramente que a
mayor presión hidrostática sobre el sistema, menor es el |∆Tm|. Es importante mencionar que
la presión hidrostática máxima alcanzada por nuestro calorímetro es 6 atm, de tal manera que
solo fue posible alcanzar un efecto parcial pero decisivo en la reversibilidad de la presión. Sin
embargo, es claro que una presión hidrostática mayor sería capaz de revertir completamente
la Tm a condiciones control.

Fisiológicamente, el efecto más notable de la presión es la hiperexcitabilidad que ocurre
a través de temblores en las extremidades seguido de convulsiones, mientras que un aumen-
to adicional conduce a parálisis y la muerte. Este efecto antagónico de la presión hiperbólica
(excitabilidad) y el de los gases nobles (depresión) han sido elucidados a través de un modelo
no-específico, donde la estructura de lípidos en la membrana de nervios es modulada. Este mo-
delo es conocido como la ‘hipótesis del volumen crítico’ [93, 95]: la bicapa lipídica se expande
debido a los anestésicos disueltos en ella, mientras que la presión hidrostática (ejercida ejer-
cida en todas direcciones del exterior hacia el interior) causa una recuperación en el volumen
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Figura 3.4: Reversibilidad del efecto del Xe en función de la presión hidrostática. Liposomas control a
1 atm (5), liposomas dopados con He a 1 atm (�), liposomas dopados con Xe a 1 (4), 3 (◦), and 6 atm (∗)
de presión hidrostática ejercida por el DSC. Los liposomas fueron previamente dopados con su respectivo gas
bajo las mismas condiciones de presurización (4 atm, 2 hours, 30◦C). El recuadro interno muestra el |∆Tm|
como función de la presión hidrostática (�). Es importante tomar en cuenta que |∆Tm|= 0 representaría
una reversión completa del efecto del Xe debido a dicha presión, el cual se sugiere es lineal [24].

de la misma. De hecho, la hiperexcitabilidad, modelada como una compresión excesiva de la
membrana, no ha sido bien comprendida por los modelos actuales de las neurociencias, aun-
que podría ser explicada fácilmente por el ‘modelo del solitón’ para la propagación de impulsos
nerviosos [25]. De hecho, muestras adecuadas de gases “expansores” y “compresores” pueden
permitir que altas presiones sean más tolerables en mamíferos. Esta teoría ha sido empleada
empíricamente para resolver algunas adversidades mostradas en los buceadores, quienes co-
múnmente están expuestos a altas presiones en la profundidad del océano [96, 97].

Nuestra evidencia experimental confirma que la presión hidrostática recupera los cambios
estructurales inducidos por gases inhertes, lo cual esta en acuerdo con otros hallazgos que
apoyan la idea de que la anestesia general solo depende de la capacidad de ciertos átomos o
moléculas para aumentar el desorden general de la membrana plasmática.

En las neuronas, se ha demostrado que algunas proteínas de membrana, involucradas con
la propagación del impulso nervioso, son fuertemente dependientes de la fluidez de los lípidos
de los alrededores. El trabajo en esta dirección ha demostrado que el anestésico general ‘halo-
tano’, a concentraciones fisiológicas, produce una redistribución pronunciada de lípidos entre
dominios de diferente especie de lípidos [98]. Por lo tanto, no es del todo rechazable que los
anestésicos, al menos gases nobles, alteren de forma ‘semiespecífica’ la estructura de los lípidos
que circundan estas proteínas, hasta un punto en que sus funciones normales sean perturbadas.
Es necesario un estudio riguroso de esta hipótesis con el fin de eliminar la necesidad de un nú-
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mero muy grande de receptores proteicos (sitios de acción específica) para cientos de especies
distintas de anestésicos. Los siguientes capítulos son dedicados a tal hipótesis.

3.5. Metodología experimental

Preparación de liposomas. El DPPC fue adquirido en Avanti Polar Lipids, manipulado sin
previa purificación. Todos los experimentos fueron realizados a una concentración de lípidos de
4 mM. Se utilizó una solución amortiguadora para hidratar los lípidos por encima de su tempe-
ratura de fusión (Agua Milli-Q, 10 mM HEPES, pH 7, 50◦C). La suspensión de lípidos es agitada
suavemente por 30-60 minutos a 50◦C. Este procedimiento produce vesículas multilaminares
(MLVs). Para obtener finalmente vesículas unilaminares pequeñas (SUVs), la suspensión MLV
es sonicada por 30 min a 50◦C en un baño sonicador (60 W). La suspensión de SUVs resultante
es sometida a 2.5 ciclos de enfiamiento-calentamiento de 50◦C a 25◦C con el fin de alcanzar un
tamaño estable de liposomas (10-15 nm) para las necesidades del experimento. La distribución
de tamaños de los liposomas fue caracterizada con un Zetasizer (Nano Zs, Malvern).

Figura 3.5: Representación esquemática del SAP: proceso de presurización de liposomas. (1) Suspen-
sión de liposomas; (2) válvula de introducción del gas; (3) válvula de purga; (4) Manómetro; (5) Émbolo;
(6) Sistema de recirculación de agua (entrada/salida); (7) Cámara solida de aluminio.



38 Metodología experimental

Proceso de presurización. Se diseñó y construyó un ‘sistema de alta presión’ (SAP) para
exponer la suspensión de liposomas a los gases nobles (He, Ar, Kr, and Xe) [42]. De la figura 3.5;
la muestra de liposomas (1) es depositada en una cámara de aluminio (7), la cual está sellada
por una tapa gruesa del mismo material. El contenedor del gas noble deseado es conectado a
la válvula de introducción (2). Previo al proceso de presurización, el aire del interior es des-
plazado por el gas noble usando la válvula de purga (3). Después de unos pocos segundos de
esta ventilación, la válvula es completamente cerrada. La cámara se deja termalizar al menos
10 minutos con el fin de lograr la estabilidad termodinámica de la muestra. La temperatura de
las muestras es controlada por un sistema de recirculación de agua (PolyScience) conectada
a la cámara de aluminio la cual contiene canales interiores para la circulación del agua (6).
Es importante asegurar que el émbolo (5) este completamente insertado. Una vez que el gas
deseado se encuentra en el compartimento de la muestra y se logra la termalización, el émbolo
(5) es retirado a su posición máxima para cargar dicho gas. Esto permite reducir el consumo
de gas, así como la adquisición de presiones más altas que las previstas en el tanque de gas. El
sistema de presurización fue diseñado para alcanzar altas presiones, permitiéndonos aumentar
alrededor de diez veces la presión inicial de la cámara. Posteriormente, la válvula de intro-
ducción de gas (2) es cerrada y el émbolo se introduce para aumentar la presión hasta el valor
requerido, siendo monitoreada por un manómetro (4). Cuando se alcanza a la presión deseada,
comienza el tiempo de exposición. Es importante tener en cuenta que los experimentos reali-
zados en este capítulo no fueron llevados a cabo bajo los mismos parámetros en el proceso de
presurización (tiempo de exposición, temperatura y presión de gas). Todos los ensayos se lleva-
ron a cabo a un volumen constante de suspensión de liposomas (1,2 ml). Una vez completado
el tiempo de exposición, la válvula de purga (3) libera lentamente el gas, evitando cualquier
expulsión no deseada de la muestra. Por último, una vez que el gas sale de la cámara, la sus-
pensión de liposomas puede ser retirada y utilizada en los experimentos de calorímetría. Como
hemos mencionado anteriormente, la ley de Henry nos ayuda a comprender cómo los gases se
incorporan a la suspensión acuosa [82, 99]. Esta ley establece que, a temperatura constante,
la solubilidad de cierto gas en un líquido es directamente proporcional a la presión del gas por
encima del líquido.

Calorimetría. Los termogramas fueron registrados a una velocidad de barrido de 1◦C/min.
Previo a su introducción en el calorímetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a ba-
ja presión (635 mmHg) durante 10 min a 25◦C. Todos los experimentos se midieron a presión
constante (3 atm), con excepción del estudio de reversión con presión. El calorímetro (Micro-
calorimeter, NanoDSC, TA Instruments) fue manipulado por medio de una interfaz hacia una
PC, y los datos fueron analizados a través de un software proporcionado por el instrumento.
Antes de comenzar la calorimetría, las muestras fueron equilibradas térmicamente durante 8
min a 25◦C. Se realizaron 3 barridos consecutivos de 25◦C a 50◦C para cada muestra. Cada
experimento se llevó a cabo únicamente 2 veces usando distintas preparaciones de liposomas,
debido a la buena reproducibilidad de los protocolos.
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4.1. Resumen

La necesidad por validar un modelo general de la anestesia que proporcione una expli-
cación inmediata e intuitiva de los fenómenos de reversibilidad, genera una amplia va-
riedad de preguntas dignas de ser investigadas. En este capítulo se presenta un estudio
experimental de la motilidad de espermatozoides de ratón el cual muestra aspectos in-
teresantes característicos de las neuronas: el efecto anestésico (producido por la TCC),
excitatorio (producido por cafeína o Ca+2) y su acción antagónica. Mientras que la TCC
inhibe la motilidad del esperma y la cafeína muestra una acción excitatoria, la com-
binación de ambas sustancias contrarresta el efecto inducido por la TCC, produciendo
una motilidad bastante similar a la de las células control. Se realizó posteriormente
una comparación de este efecto antagónico con membranas de lípidos modelo cons-
tituidas por 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC) y ácido dipalmitoil
fosfatídico (DPPA), mediante el estudio de los cambios en la transición de fase de los
mismos. La TCC induce un desorden muy significativo de la membrana, disminuyendo
en gran medida la temperatura de transición de fase de las mismas. Por otra parte, el
efecto de la cafeína es nulo, no obstante, su adición a liposomas dopados con TCC con-
trarresta parcialmente el desorden inducido en éstos. Una concentración alta de calcio
muestra un endurecimiento de las membranas y por ende, reduce el efecto de la TCC
en forma similar. De forma adicional, se llevaron a cabo ‘simulaciones de dinámica
molecular’ (SDM) para mejorar la comprensión molecular de los resultados experi-
mentales obtenidos. Se encontró una fuerte correlación entre los estudios de motilidad
celular, termodinámica de membranas y dinámica molecular de estos efectos antagóni-
cos, lo cual podría explicar cómo las propiedades físicas de membrana adecuadas para
el funcionamiento normal de las células, pueden ser ‘afectadas’ y ‘recuperadas’.

4.2. El espermatozoide como modelo de estudio

Además de las células nerviosas, existen células motiles con una fuerte dependencia de las
propiedades elásticas de la membrana plasmática; una de ellas es el espermatozoide [100]. Las
teorías actuales sugieren que ciertas condiciones elásticas son un requisito previo para el funcio-
namiento normal, y que la fluidez y flexibilidad de la membrana plasmática son dependientes
principalmente de su composición lipídica y de sus condiciones termodinámicas, tales como la
temperatura [100]. Por lo tanto, puesto que en estas células la estabilidad termodinámica de la
membrana plasmática juega un papel crucial en su motilidad, y siguiendo la idea de que todas
las células deben ser afectadas por los anestésicos a cierta concentración, la motilidad de los
espermatozoides es un buen modelo para estudiar el efecto producido por dichos fármacos.

En la literatura, algunos trabajos explican la motilidad de los espermatozoides basada en
el funcionamiento coordinado de proteínas de membrana y citoesqueleto. Por ejemplo, se ha
propuesto que dos canales de Ca+2 están relacionados con la motilidad de estas células, en
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donde este ión juega un papel decisivo [101]. Además, se han realizado muchos estudios en
espermatozoides bajo el efecto de diversos fármacos anestésicos, por ejemplo, tetracaína, li-
docaína, diltiazem, e incluso algunos gases como el isoflurano y sevoflurano, que debido a su
acción inhibitoria sobre la motilidad celular, se han especulado como responsables del bloqueo
de canales de Ca+2 [102, 103, 104]. Por otro lado, las drogas excitatorias en neuronas, tales co-
mo la cafeína, han mostrado efectos estimuladores en la motilidad del esperma humano [105].
Se han propuesto diferentes mecanismos en base a una función específica del cAMP [106]. Sin
embargo, algunos estudios contradicen tales mecanismos [107, 108], por lo que los argumentos
siguen siendo insuficientes. Hasta donde se sabe, existe un único reporte del antagonismo de la
cafeína sobre los efectos supresores de la procaína y propranolol en la motilidad de esperma-
tozoides, en donde no se brindan argumentos detrás de tal efecto [109]. A la fecha, no se han
realizado estudios de la interacción de cafeína con membranas lipídicas, mientras que, como se
discutió anteriormente, es bien sabido que la TCC perturba significativamente las propiedades
termomecánicas de las membranas de lípidos [110].

En este capítulo, abordamos otro de los fenómenos de reversibilidad de la anestesia a través
del Ca+2, y además exploramos el efecto antagónico de un agente excitatorio del sistema ner-
vioso central como la cafeína. En esta ocasión, presentamos una comparativa de tales efectos
entre la motilidad de espermatozoides y membranas de lípidos modelo.

4.3. Correlación entre el modelo celular y membrana de lí-
pidos

4.3.1. Motilidad del Espermatozoide

El estudio fenomenológico de la motilidad de espermatozoides se llevó a cabo a través de
un ‘sensor de motilidad celular’ (SMC) desarrollado recientemente por nosotros [111], el cual
se muestra esquemáticamente en la figura 4.1. Este dispositivo se basa en una técnica óptica
conocida como ‘correlación resuelta en el tiempo’ en un sistema adaptado para manejar varias
muestras simultáneamente bajo condiciones controladas (temperatura y presión) y que a su
vez permite la estadística de millones de células. La información de la motilidad de los esper-
matozoides es obtenida mediante el desarrollo temporal un ‘parámetro de motilidad’ τ, que
aumenta a medida que disminuye la motilidad [111]. En nuestro sistema, la pérdida de motili-
dad del esperma con el tiempo puede estar relacionada con varios factores: a) el metabolismo
inherente de la célula, b) condiciones físico-químicas (presión, temperatura, pH y otros iones)
y c) la interacción con fármacos. Sin embargo, dicha pérdida de motilidad no siempre es debida
a la muerte intrínseca de la célula. Por ejemplo, podemos recurrir al efecto de la ‘reversibilidad
térmica’ de la motilidad [111], en donde mientras las muestras de espermatozoides incubadas a
37◦C presentan una caída pronunciada en su motilidad, un descenso posterior de temperatura
a 10◦C la recupera significativamente.

La figura 4.2 muestra el comportamiento temporal de τ durante 6 horas. En el experimen-
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Figura 4.1: Representación esquemática del SMC: estudio de la motilidad celular. Un haz de láser (He-
Ne) es dirigido ópticamente a una cámara que contiene las muestras a temperatura constante. Esta cámara
tiene en su interior un soporte que consta de seis reservorios en donde las muestras son depositadas de forma
aislada. Por lo tanto, la luz pasa a través de cada uno de estos reservorios generando seis respectivos patrones
de dispersión, los cuales son registrados por una cámara digital para el análisis de correlación de imágenes.
Se ilustra dos curvas de autocorrelación temporal que muestra los extremos de mínima (◦) y máxima (◦)
motilidad. El parámetro de motilidad ‘τ’ es obtenido a partir las curvas de autocorrelación mediante el ajuste
a un modelo de tipo exponencial estrecho. Este parámetro es monitoreado en función del tiempo (hrs) para el
estudio fenomenológico de la motilidad celular. Los detalles completos del arreglo experimental se describen
en [111].

to de TCC-cafeína (25◦C) se observa un contraste muy notable entre la rápida inhibición de
la motilidad debido a la TCC y la acción excitatoria de la cafeína vista como una mayor pre-
valencia de la motilidad (ver Fig. 4.2a). Sin embargo, la combinación de estas dos sustancias
contrarresta tal efecto, produciendo una motilidad similar a las células de control. Por otro
lado, el escenario TCC-Ca+2 (10◦C) muestra un comportamiento temporal de τ muy similar:
una alta concentración de Ca+2 induce una fuerte inhibición de la motilidad celular (incluso
mayor que la TCC), pero la combinación de ambos contrarresta parcialmente el efecto ya que la
prevalencia de la motilidad celular es mejorada (ver Fig. 4.2b). Puesto que la motilidad de los
espermatozoides es fuertemente dependiente de la temperatura [111], es importante señalar
que los controles de la figura 2 son diferentes; la motilidad prevalece por más tiempo a 10◦C,
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en el medio WH. Así mismo, es pertinente aclarar que cuando nos referimos a una ‘mayor pre-
valencia de la motilidad’ no hablamos de ‘hipermotilidad’, sino más bien que la motilidad de
los espermatozoides se mantiene por más tiempo respecto a un valor inicial.

Figura 4.2: Motilidad del espermatozoide: antagonismo TCC-cafeína/Ca+2. (a) Experimento de TCC-
cafeína (25◦C): muestra de control (5), 8 mM de TCC (4), 111 mM de cafeína (�) y la combinación 8
mM de TCC - 111 mM de cafeína (◦). (b) Experimento de TCC-Ca+2 (10◦C): muestra de control (5), 8
mM de TCC (4), 200 mM de Ca+2 (�) y la combinación 8 mM de TCC - 200 mM de Ca+2 (◦). El recuadro
interno muestra el inverso del área bajo la curva (A) de cada uno de los desarrollos temporales, destacando
las diferencias en la motilidad general.

4.3.2. Calorimetría de membranas modelo

En esta sección, recurrimos a vesículas unilaminares pequeñas (SUVs) compuestas de DPPC/DPPA

como ‘membrana modelo’ (véase ‘Metodología experimental’ al final del capítulo). A pesar de
que la cafeína es una molécula polar, sus regiones hidrófobas fueron capaces de producir un li-
gero desorden en el sistema DPPC/DPPA, como se observa en el pequeño desplazamiento hacia
bajas temperaturas en la figura 4.3a. Además, como era de esperar, la TCC induce una depresión
aún mayor en la temperatura de transición del sistema. Es notable que la adición de cafeína, que
de forma independiente tiene la capacidad de debilitar ligeramente las membranas, rigidice en
gran medida el sistema DPPC/DPPA dopado con TCC. En otras palabras, la cafeína produce un
ligero desorden cuando la membrana está relativamente compacta, pero induce orden cuando
la membrana no lo está. El efecto de la cafeína es aún más pronunciado para concentraciones
de TCC mayores (ver Fig. 4.4). Esto por otra parte sugiere un escenario alternativo en donde
la cafeína apantalla la acción de la TCC en la superficie de la membrana, reduciendo el efecto
total de este anestésico, i.e., un ∆Tm de saturación menor. Estas suposiciones serán discutidas
a detalle en los apartados siguientes.
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Figura 4.3: Calorimetría de liposomas DPPC/DPPA: antagonismo TCC-cafeína/Ca+2. (a) Experimento
de TCC-cafeína: muestra de control (5), 8 mM de TCC (4), 111 mM de cafeína (�) y la combinación 8 mM
de TCC - 111 mM de cafeína (◦). (b) Experimento de TCC-Ca+2: muestra de control (5), 8 mM de TCC (4),
200 mM de Ca+2 (�) y la combinación 8 mM de TCC - 200 mM de Ca+2 (◦). Los liposomas de DPPC/DPPA
(95:5 mol/mol) muestran una relativamente alta temperatura de transición en 42.5◦C ±0.1◦C, por tanto,
la energía invertida para llevar la membrana a la fase fluida es mayor que para otras membranas de lípidos.

Sorprendentemente, un agente polar puro (i.e. Ca+2) no muestra la dicotomía producida por
la cafeína. En la figura 4.3b se muestran los perfiles calorimétricos del experimento TCC-Ca+2,
donde una alta concentración de calcio siempre incrementa, un poco o mucho, la estabilidad
de liposomas, puros o dopados con TCC, respectivamente.

4.4. Especulación molecular del antagonismo

Cuando una membrana está a una temperatura T0 inferior a su temperatura de transición
Tm, cualquier agente que desplace esta Tm hacia temperaturas más bajas aumenta entonces la
compresibilidad elástica κ(T0) de la misma (el efecto es máximo cuando Tm alcanza a T0). Por
otro lado, un cambio de Tm hacia temperaturas más altas representa por tanto una disminución
en κ(T0) [44]. Esto nos ayuda a comprender las implicaciones mecánico-elásticas de los efectos
producidos por los anestésicos en la termodinámica de las membranas.

En las membranas lipídicas reside una repulsión electrostática permanente entre las cabe-
zas de dipolos eléctricos (región polar) de los lípidos, que a su vez conviven en una interacción
favorable con las moléculas de agua. A pesar de esta repulsión (un poco apantallada por la
presencia de iones), las fuerzas van der Waals existentes entre las colas de los lípidos (región
hidrófoba) son lo suficientemente grandes para producir la estructura de una membrana exclu-
yendo eficazmente el agua de su región de lípidos. Por otro lado, la alta polarizabilidad eléctrica
de la TCC (31.379 x 10−24 cm3 obtenido de Chemspider) responsable de su alta hidrofobicidad
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Figura 4.4: Antagonismo de la cafeína dependiente de [TCC]. Experimento [TCC]-cafeína: cambio de la
temperatura de fusión con respecto al control (∆Tm) en los liposomas dopados con distintas concentraciones
de TCC; con (�) y sin (◦) 111 mM de cafeína. Puesto que ∆Tm es siempre negativo (la temperatura final
es siempre menor que el inicial), representamos gráficamente su valor absoluto para ilustrar la saturación
del cambio a altas concentraciones de TCC. Así, en ambos caso podemos observar un comportamiento tipo
Michaelis-Menten, al menos para las concentraciones reportadas en este trabajo.

y coeficiente de partición, además de su estructura molecular (ver Fig. 4.5c), son tales que, una
vez que se inserta en la membrana, debilita las interacciones de Van der Waals, perturbando
de esta manera la organización de la membrana. Cabe señalar que este fenómeno se debe a un
balance entre la entalpía y entropía del sistema. Cuando el fármaco se inserta entre dos colas de
lípidos reduce su interacción cohesiva entre pares, que como se discutió en el capítulo anterior,
posiblemente sea a través del término Axilrod-Teller de la interacción de ‘tres cuerpos’, el cual
en la mayoría de los casos es positivo [88]. Como resultado, la transición gel-fluido (Tm) es
desplazada a temperaturas más bajas (véase Fig 4.3). Este hecho nos permite considerar la po-
sibilidad de que el desorden producido en la membrana plasmática del espermatozoide podría
ser responsable de la disminución en su motilidad (véase Fig. 4.2). Es evidente que mientras la
TCC induce desorden (liposomas) o disminución de la motilidad (espermatozoides), en ambos
escenarios la inclusión de cafeína revierte parcialmente el efecto.

Incluso si la termodinámica de membranas ofrece una interpretación correcta del siste-
ma macroscópico (celular), es necesaria una visión a nivel molecular. Por tanto, se llevaron
a cabo ‘simulaciones de dinámica molecular’ (SDM) con el fin de validar y complementar el
razonamiento antes mencionado. Las SDM han sido ampliamente utilizadas en el estudio de
interacciones moleculares específicas en membranas de lípidos. Los resultados de SDM que se
presentan a continuación forman parte del proyecto de maestría del M.C. Patricio Zapata Mo-
rín, en donde se colaboró en el análisis e interpretación de los resultados. Los detalles de las
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Figura 4.5: Imágenes instantáneas de SDM del sistema DPPC-cafeína/TCC. (a) Membrana control
que muestra un sistema altamente ordenado. Los puntos en azul y rojo destacan la región polar de los
lípidos (oxígeno y nitrógeno, respectivamente), las cadenas de puntos en azul claro corresponden a las colas
hidrofóbicas. (b) La cafeína (amarillo) interactúa principalmente con las cabezas hidrófilas. (c) La TCC
(blanco) se inserta dentro de la membrana desordenando considerablemente la organización de lípidos en
la región hidrófoba. (d) La combinación de cafeína y TCC resulta en una membrana menos desordenada.
Estas imágenes corresponden a simulaciones independientes cuyas posiciones fueron obtenidas a los 15 ns
después del inicio de cada simulación.

simulaciones se mencionan al final del capítulo (véase ‘Metodología experimental’).

Figura 4.6: Mapas representativos de energía: Coulomb y Lennard-Jones. Estos fueron construidos
tomando la interacción de una sola molécula de cafeína o TCC con cada uno de los lípidos de la cara superior
de la membrana (una matriz de 10x10 lípidos). Los mapas muestran la morfología de los potenciales de
interacción, permitiendo identificar el potencial más profundo, i.e., de mayor interacción, en cada sistema.
(a) Potencial de Coulomb para la cafeína. (b) Potencial de Lennard-Jones para la cafeína. (c) Potencial
de Coulomb para la TCC. (d) Potencial de Lennard-Jones para la TCC. Las escala en el plano X-Y está en
unidades de lípidos (∼0.8 nm).
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La figura 4.5 muestra imágenes instantáneas de SDM de una pequeña zona de la parte
superior de la membrana de DPPC, y los sitios respectivos de interacción con cafeína y TCC.
Esta imagen ilustra que la cafeína, con su alta naturaleza polar responsable de la interacción
con las cabezas de los lípidos, produce un desorden de membrana mucho menor comparado
con el inducido por la TCC, la cual penetra dentro de la región anfifílica. La figura 4.6 muestra
los mapas de energías de interacción de Coulomb y van der Waals obtenidos de SDM, los cuales
confirman de forma cuantitativa las contribuciones respectivas en las interacciones membrana-
fármaco (cafeína o TCC). En efecto, la interacción de coulomb (polar) predomina para la cafeína
(véase Fig. 4.6a), mientras que van der Walls o ‘Lenard-Jones’ (hidrofóbica) para la TCC (véase
Fig. 4.6d). Esto confirma porqué la cafeína interactúa principalmente con las cabezas polares
de los lípidos (véase Fig. 4.5b), mientras que la TCC con la región anfifílica de la membrana
(véase Fig. 4.5c). Por otra parte, cuando la cafeína y TCC se encuentra compitiendo en un mismo
escenario, debido a su interacción de coulomb de largo alcance, la cafeína llega a la membrana
más rápido que la TCC. Tal comportamiento se observa claramente en las trayectorias completas
de ambas moléculas en la figura 4.7b. En consecuencia, especulamos que las moléculas de
cafeína aumentan el empaquetamiento de las cabezas polares de los lípidos, impidiendo que
las moléculas de TCC se inserten más allá de la región polar de la membrana y reduzcan el
orden estructural (véase Fig. 4.5d).

Los protones y cualquier otro ión positivo como el Ca+2 también son capaces de producir un
efecto de apantallamiento a las cabezas negativos de los lípidos, dando lugar a una disminución
significativa en la repulsión electrostática. Además, algunos estudios mencionan que el Ca+2,
por ser divalente, se une a los fosfolípidos a través de la unión de dos fosfatos de cabezas de
lípidos adyacentes [112], resultando en una membrana más rígida lo cual se traduce en un
incremento en la Tm de la misma. Estos argumentos explican cómo el Ca2 puede revertir la
acción de la TCC a través de un balance orden-desorden (véase Fig. 4.3b).

Al igual que en otras células, el movimiento de los flagelos del espermatozoide es atribui-
do a motores moleculares. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, el funcionamiento
normal de las células de esperma es fuertemente dependiente de las propiedades elásticas de la
membrana plasmática [100], de modo que cualquier perturbación en tales propiedades óptimas
se reflejaría como un cambio en la motilidad celular. Esta idea, sumada a nuestros resultados de
la parte celular, calorimétrica y molecular, nos permite inferir que la temperatura de transición
(Tm) de la membrana plasmática del espermatozoide podría verse afectada de la misma manera
que las membranas modelo por estas drogas antagónicas. Por lo tanto, debido a la correlación
entre los tres distintos escenarios, nuestros resultados destacan nuevamente la participación de
los lípidos sugiriendo así un modelo alternativo que no necesita recurrir a proteínas de mem-
brana para explicar el efecto antagónico de la cafeína y Ca+2 en contra de la anestesia.

Se ha demostrado que algunas proteínas de membrana del espermatozoide, importantes
para su funcionamiento normal, se encuentran situadas en dominios de lípidos que les confieren
una alta estabilidad [113]. Así como en el capítulo anterior, pero en esta ocasión por medio
de un fenómeno más complejo como es el “antagonismo” entre dos agentes, se sospecha que
tales dominios de lípidos juegan un papel principal mediante interacciones semiespecíficas que
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Figura 4.7: Trayectorias promedio de cafeína y TCC obtenidas mediante SDM. (a) Trayectorias pro-
medio de cafeína (�) y TCC (◦) en simulaciones independientes (diez moléculas para cada caso). (b) Tra-
yectorias promedio de ambas moléculas en la misma simulación (cinco y cinco). Las líneas discontinuas
delimitan la región de la cabeza polar de los lípidos de la cara superior de la membrana. Las barras de
error se calcularon a partir de las trayectorias de todas las moléculas (centros de masa) implicadas en las
simulaciones.

regulan la función de ciertas proteínas.
El siguiente capítulo, a través de un estudio centrado en dichos dominios lipídicos, aborda

a su vez uno de los problemas que han cuestionado por mucho tiempo la participación de los
lípidos en el mecanismo de la anestesia; el fenómeno de cut-off de los n-alcoholes.
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4.5. Metodología experimental

Preparación de las muestras de espermatozoides. Los espermatozoides fueron extraídos
de ratones macho (CD1) de 3-5 meses de edad. Los ratones fueron sacrificados por dislocación
cervical y ambos epidídimos fueron diseccionados y lavados en 2 ml de medio Whitten-Hepes
(WH), el cual comprende (en mM): 135 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgSO4, 10 HEPES, 10 glucosa
y 1 piruvato de sodio a pH 7.3 (NaOH). El medio WH mantiene las condiciones fisiológicas
del esperma de incubación [114]. Se realizaron varias incisiones en el epidídimo en solución,
y se utilizó el método de ‘swim-up’ para separar el esperma con una motilidad superior al 90
% [115]. Por último, la parte superior de la solución que contiene los espermatozoides más
mótiles fue aislada en otro recipiente con el fin de evitar la contaminación de los tejidos del
epidídimo, consiguiendo, por tanto, una ‘suspensión final’ de espermatozoides. Además, para
evitar el crecimiento bacteriano, se utilizó penicilina y estreptomicina como antibióticos a una
concentración de 1 % en cada muestra. Se realizó un estudio cuidadoso para asegurar que los
antibióticos no afectan la motilidad del esperma a esta concentración. Más detalles sobre el
aislamiento, preparación y análisis de motilidad celular son descritos en [111]. El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio en el Cinvestav (CICUAL, Número Permiso: 457-10). Se hicieron todos los esfuerzos
para minimizar el sufrimiento de los animales. La ‘suspensión final’ de espermatozoides fue
preparada como se describe a continuación. Para el experimento de TCC-cafeína, realizado a
25◦C, consistió de los grupos independientes: control sin tratamiento, con TCC (8 mM), con
cafeína (111 mM) y la combinación TCC (8 mM) - cafeína (111 mM). Para el experimento de
TCC-Ca+2, realizado a 10◦C, consistió de los grupos independientes: control sin tratamiento,
con TCC (8 mM), con CaCl2 (200 mM) y la combinación TCC (8 mM) - CaCl2 (200 mM). Los
fármacos y el CaCl2 fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Cada experimento fue llevado a cabo
tres veces para el análisis estadístico respectivo. La TCC fue disuelta previamente en sulfóxido
de dimetilo (DMSO) a 14 mM y se verificó que la motilidad del esperma no fuera afectada por
este compuesto.

Preparación de liposomas. Los liposomas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina
y ácido dipalmitoil fosfatídico (DPPC/DPPA) (Avanti Polar Lipids) se prepararon en una rela-
ción molar 95:5 y a una concentración total de lípidos de 3mg/ml (∼4 mM). Los lípidos fueron
manipulados sin purificación adicional. Es importante mencionar que el lípido poliinsaturado
más abundante en la membrana plasmática del espermatozoide el ratón [100] presenta una
transición de fusión (Tm) por debajo de la temperatura mínima de trabajo de nuestro calorí-
metro (-10◦C). Por lo cual, optamos por trabajar con algunos de los lípidos más comunes en
las membranas plasmáticas con una Tm por encima de 0◦C; es decir, DPPC. El bajo porcentaje
de DPPA se utilizó para conferir carga negativa a los liposomas (a pH 7) y evitar la floculación,
promoviendo así la estabilidad de los liposomas por más tiempo. En primer lugar, se mezcló en
cloroformo la cantidad apropiada de lípidos para obtener las proporciones deseadas. La mez-
cla resultante se mantuvo bajo una corriente de nitrógeno para la evaporación del solvente,
manteniendo la mezcla por encima de su Tm (50◦C), la cual forma durante el proceso una
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película completamente extendida en la parte inferior del matraz de fondo redondo. En se-
gundo lugar, la película lipídica seca es hidratada con una solución amortiguadora por encima
de la Tm que consta de las mismas condiciones fisiológicas utilizadas anteriormente (medio
WH), y posteriormente es agitada por un vórtex. A continuación, la suspensión de lipidos es
sometida a varios ciclos de enfiamiento-calentamiento en un baño de ultrasonido (60 W) por
encima de la Tm hasta alcanzar una solución cristalina, resultando así en liposomas unilami-
nares pequeños (SUVs). Cabe señalar que este proceso de preparación de SUVs tiene algunas
diferencias respecto al protocolo mencionado en el capítulo anterior. Esto se debe a distintas
necesidades técnicas y al hecho de que cada especie de lípido o mezcla de los mismos requiere
pequeñas adecuaciones en dichos protocolos. Tal como en los experimentos de motilidad de
espermatozoides descritos anteriormente, se utilizaron los mismos agentes (a través de la so-
lución amortiguadora de hidratación) y concentraciones para el respectivo grupo experimental
del análisis calorimétrico.

Calorimetría. Los termogramas fueron registrados una velocidad de barrido de 1◦C/min.
Previo a su introducción en el calorímetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a baja
presión (635 mmHg) durante 10 min a 25◦C. El calorímetro (microcalorímetro, NanoDSC, TA
Instruments) fue conectado por medio de una interfaz a una PC, y los datos fueron analiza-
dos utilizando el software proporcionado con el instrumento. Las muestras fueron equilibradas
térmicamente durante 8 min a 25◦C. Se realizaron tres barridos en modo calentamiento (25-
50◦C) para cada muestra. Cada experimento se realizó únicamente dos veces debido a la buena
reproducibilidad de los resultados (barrido tras barrido y muestra tras muestra). Es importante
mencionar que independientemente del orden en que los agentes TCC, cafeína o Ca+2 hallan
sido agregados en sus respectivas combinaciones, los resultados no son afectados. También se
verificó que el DMSO, a la concentración empleada (14 mM), no alterara el comportamiento
de fase de los liposomas.

Simulaciones de Dinámica Molecular (SDM). Las simulaciones corrieron 30 ns utilizan-
do el programa GROMACS con pasos de tiempo de 2 fs. Estas se llevaron a cabo utilizando
200 moléculas de DPPC, 15,000 de agua, 10 de cafeína y TCC (cinco y cinco en el caso de la
combinación) en un medio fisiológico a 37◦C. Debido a la baja concentración de DPPA en los
experimentos, este lípido no fue considerado en las simulaciones. Las estructuras 3D, campos
de fuerza y cargas parciales de las moléculas, fueron obtenidas de diferentes fuentes. La estruc-
tura del DPPC se obtuvo a partir de [116], la cafeína de [117] y la TCC fue construida usan-
do el servidor en línea PRODRG (disponible en http://davapc1.bioch.dundee.acuk/prodrg/)
y SwissParam (http://swissparam.ch/). En la figura 4.6 se utilizó una interpolación cúbica de
orden 10 para suavizar los mapas de energía. Mientras que el ‘paso de tiempo’ para guardar los
parámetros de la simulación fue 2 ps, cada punto en las trayectorias representadas en la figura
4.7 fue tomado cada 200 ps.
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5.1. Resumen

Los n-alcoholes alifáticos actúan como anestésicos solo hasta una cierta longitud de
cadena (C2−12), más allá de la cual su actividad biológica desaparece (¾ C13); co-
nocido también como fenómeno de “cut-off”. Aunque los principales sitios de acción
difieren entre las teorías propuestas para la anestesia, éstas a su vez postulan que el
efecto de los alcoholes resulta finalmente en una alteración de la función de proteínas
involucradas en la neurotransmisión. La dependencia funcional de dichas proteínas
de membrana con los ‘dominios’ o ‘balsas’ de lípidos, propone un nuevo escenario pa-
ra la comprensión del cut-off y por tanto de la anestesia general. En este capítulo,
estudiamos de forma sistemática, mediante DSC, la interacción de los n-alcoholes en
sistemas de lípidos homogéneos y heterogéneos (balsas de lípidos). Nuestros resultados
en membranas homogéneas demuestran un efecto diferencial del n-alcohol en función
de la especie lipídica de interacción. Así mismo, se llevó a cabo una caracterización
termotrópica del sistema de balsas, cuya composición y proporción de lípidos es ba-
sada en la membrana de sinapsis. A través de un cut-off en el desplazamiento ∆Tm
(orden-desorden), hemos encontrado que el punto exacto de cut-off es estrictamente
dependiente de la especie de lípidos en interacción. En contraste con el cut-off repor-
tado en la anestesia de renacuajos (C12), que a su vez difiere con algunos reportes en
fosfatidilcolina (C10), nuestro estudio en balsas, así como en distintas especies indivi-
duales de lípidos, expande nuestra comprensión en la interacción específica existente
entre lípidos y fármacos.

5.2. Anestesia de los n-alcoholes

Durante casi un siglo se ha sabido que los alcoholes pueden actuar como anestésicos ge-
nerales [8, 9]. La potencia anestésica de varios miembros de la serie homóloga de alcoholes
alifáticos saturados e insaturados suele ser determinada en renacuajos, a través de su pérdida
de arcos reflejos como criterio para la anestesia. A medida que la longitud de cadena de un
alcohol aumenta, también lo hace su potencia como un anestésico (= -1/ED50, donde ED50 es
la dosis para alcanzar el 50% del efecto). Eventualmente, sin embargo, la potencia anestésica
comienza a estabilzarse, y se alcanza un punto más allá del cual desaparece; este fenómeno
se le conoce como “cut-off”. Para los alcoholes primarios, la potencia anestésica se estabiliza
justo después del 1-undecanol (C11) y completamente desaparece después del tridecanol (C13)
[118].

Puesto que las propiedades físico-químicas de los n-alcoholes, tales como la solubilidad en
lípidos, correlacionan con su potencia anestésica, uno podría esperar por tanto que tal correla-
ción fuese lineal a lo largo de toda la serie. Sin embargo, el hecho de que los alcoholes continúan
solubilizándose en bicapas de lípidos después de que su actividad biológica ha cesado, viola la
regla de Meyer-Overton y aparentemente suma en favor de una acción específica en proteínas
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[16].

A lo largo de las últimas décadas, el fenómeno del cut-off se ha atribuido a una acción tanto
en ‘lípidos’ como ‘proteínas’. En lípidos, se ha demostrado un cut-off en el ‘desorden de mem-
brana’ [12]; el parámetro de orden en lípidos fue reducido por alcoholes anestésico (C8,10,12),
mientras que los alcoholes no-anestésicos no lo alteraron significativamente (C14), o bien, lo
incrementaron (C16,18). El cut-off de la ‘temperatura de transición de fase’ [15, 119]; a tra-
vés del desplazamiento hacia bajas o altas temperaturas de la Tm de membranas de lípidos se
observó un cut-off similar. El cut-off de ‘rompimiento de puentes de hidrógeno’ [120]; median-
te una competencia por puentes de hidrógeno con los lípidos de la membrana, se reportó un
cut-off en C10, mientras que en C14 el efecto se reduce casi por completo. Por otro lado, en
proteínas, se han propuesto el cut-off a través de sitios de acción específicos en cavidades de
aminoácidos hidrofóbicos expuestos hacia la fase acuosa, de tal manera que cuando el alcohol
excede el tamaño de dicha cavidad, la adición de grupos metilo no incrementa más su potencia
anestésica [121]. Este fenómeno ha sido explorado en una amplia variedad de canales ióni-
cos involucrados en la neurotransmisión. La acción inhibidora de alcoholes en los receptores
nicotínicos de acetilcolina de neuronas corticales (nAChRs) alcanzó un máximo en C10 y se
redujo para cadenas más grandes de carbonos [122], mientras que, en contraste, los alcoholes
de cadena corta de C1−4 mejoran su actividad y de C5−10 la inhiben en nAChRs de Torpedo
[123]. Se ha encontrado que la potencia de inhibición de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) incrementa exponencialmente para los alcoholes de C1−5, alcanzando un máximo en
C6−8, y después desaparece abruptamente [124]. Para el receptor del ácido γ-aminobutírico
tipo A (GABAA), los estudios indicaron que la potenciación de éste receptor por los alcoholes
exhibe un cut-off entre C12−13, el cual fue consistente con el efecto reportado en lípidos [121].
De la misma manera los receptores de kainato, AMP y 5-HT3 exhiben puntos de distintos de
cut-off y significativamente más bajos que aquellos reportados en lípidos [121].

En general, las discrepancias entre los puntos de cut-off encontrados en los diferentes sis-
temas se alejan del cut-off fisiológico encontrado en renacuajos entre C12 y C14. Aunque cabe
la posibilidad de que este fenómeno, in vivo, haya sido subestimado por las condiciones expe-
rimentales e incluso sea un resultado particular del modelo biológico empleado [12]. Además,
es evidente que tales observaciones en lípidos y proteínas no pueden consolidar, de forma inde-
pendiente, un mecanismo general para comprender el fenómeno del cut-off. En consecuencia,
algunos autores han sugerido que los alcoholes actúan sobre el anillo de lípidos que rodean
las proteínas de membrana [125, 126]. Estos modelos postulan que los alcoholes o bien inte-
rrumpen la interacción lípido-proteína, por ejemplo, mediante la alteración de los puentes de
hidrógeno entre las proteínas y los grupos de las cabeza de lípidos [127], o alteración del orden
de los lípidos en un subdominio alrededor de la proteína [125]. Actualmente, a estos dominios
los conocemos como ‘balsas de lípidos’, sin embargo, no existen estudios que aborden de forma
puntual el fenómeno de cut-off de los n-alcoholes bajo la ‘hipótesis balsas de lípidos’.
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5.3. Efecto de los n-alcoholes en balsas de lípidos ‘modelo’

5.3.1. Caracterización de los sistemas lipídicos

En este trabajo se estudian las especies de lípidos más importantes de la membrana sináptica
de cerebro de rata [128, 129]. Dentro de los elementos más predominantes en balsas de lípi-
dos podemos encontrar a los siguientes: 1,2-Dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC),
N-stearoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (SM), colesterol (Chl) y el gangliósido GM1. El 1,2-
dioleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (DOPC) es el representante principal de los lípidos fuera de
balsa. Con el fin de hacer una comparación adicional con la estructura molecular de los lípi-
dos antes mencionados, se realizaron algunos experimentos con 1,2-Dimiristoil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina (DMPC).

Figura 5.1: Caracterización termotrópica de membranas homogéneas y heterogéneas. (a) Termo-
gramas de membranas homogéneas (Tm): DMPC (24.2◦C,4), SM (35.9◦C, �) y DPPC (41.4◦C, �).
(b) Termogramas de membranas heterogéneas (Tms): SM/Chl (38.77◦C, 5), SM/Chl/DPPC (37.70◦C,
4), SM/Chl/DPPC/GM1 (42.52◦C, ∗), SM/Chl/DPPC/DOPC (27.44◦C, �), SM/Chl/DPPC/DOPC/GM1
(31.61◦C, ◦). (c) Acercamiento en la región señalada en b. Los liposomas MLV fueron preparados en 10 mM
de solución amortiguadora HEPES, pH 7. En todos los casos la concentración total de lípido se mantuvo en
4 mM. Las respectivas mezclas de lípidos fueron realizadas en las proporciones correspondientes a balsas de
membrana sináptica [128, 129].

En la figura 5.1a se muestran los termogramas característicos de liposomas MLV homogé-
neos de DMPC, SM y DPPC, cuyas transiciones individuales son Tm = 24.2, 35.9 y 41.4◦C ±
0.1◦C, respectivamente. En la figura 5.1b se ilustran los termogramas característicos de mezclas
de lípidos cada vez más complejas hasta alcanzar el ‘modelo de balsas’ sinápticas. Cabe men-
cionar que a lo largo de las distintas mezclas de lípidos, siempre se respetaron las proporciones
adecuadas de sinapsis.

Partiendo de los resultados de membranas homogéneas de SM (35.9◦C), observamos que al
integrar colesterol en una relación molar 2:1 SM/Chl, la Tm es desplazada ∼2.8◦C hacia altas
temperaturas, además de presentar un incrementando en el ancho de la transición y una reduc-
ción en su altura (cp), es decir, el sistema redujo su cooperatividad. Es interesante que, a pesar
de presentar una baja cooperatividad apenas detectable por el DSC, el sistema SM/Chl sea la
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causa de la gran estabilidad de las balsas de lípidos [130]. Posteriormente, se observó que la
inclusión de DPPC, en una relación molar 2.1:1:6.8 SM/Chl/DPPC, sorprendentemente no in-
duce cambios significativos en la Tm. Sin embargo, puesto que el DPPC participa en una mayor
proporción, únicamente se produce un incremento en la cooperatividad del sistema, ejerciendo
un efecto opuesto al colesterol. Es bien sabido que el DPPC, SM y Chl forman parte fundamental
en la constitución lipídica de las balsas biológicas [131], en donde dichos lípidos se encuentran
presentes exclusivamente en la lámina extracelular de las mismas (principalmente conformada
por lípidos neutros), en la mayoría de los eucariontes [130]. Las balsas de lípidos neuronales
contienen en particular un gangliósido (GM1) que últimamente se ha encontrado involucra-
do en muchos procesos celulares [130]. La inclusión de dicho gangliósido al sistema anterior,
en una relación molar 1.6:0.8:5.1:2.1 SM/Chl/DPPC/GM1, produce un incremento de ∼5◦C
en la Tm, así como un incremento aun mayor en su cooperatividad. Hasta este punto, hemos
observado gradualmente el comportamiento termotrópico de un sistema que va adquiriendo
la composición de balsas sinápticas. Sin embargo, aún no existe la formación de dominios de
lípidos.

Por otro lado, para consolidar la formación y características propias de un sistema de balsas
(dominios de lípidos), es necesario introducir al menos un lípido que no sea soluble en ellas,
es decir, que induzca la una separación de fases entre él (estructura líquido-desordenada) y el
resto de los lípidos que conforman la balsa (estructura líquido ordenada). El DOPC es el lípido
más abundante de la lámina extracelular de las membranas de eucariontes, y que además, por
ser insaturado, se encuentra fuera de balsas [130]. La figura 5.1b muestra además un sistema
de balsas consolidado con y sin la participación del gangliósido GM1, en las relaciones molares
0.6:0.3:1.8:2.4 SM/Chl/DPPC/DOPC y 0.5:0.2:1.6:2:0.6 SM/Chl/DPPC/DOPC/GM1. A partir
del sistema SM/Chl/DPPC (37.7◦C), podemos notar que la presencia del DOPC induce una
reducción de∼10◦C en la Tm, acompañada de una disminución dramática en su cooperatividad.
Sin embargo, de este último sistema SM/Chl/DPPC/DOPC (27.44◦C), la presencia del GM1
eleva∼4◦C su Tm. Por lo tanto, el sistema final de balsas modelo es SM/Chl/DPPC/DOPC/GM1
(31.61◦C), en donde cada especie lipídica juega un papel determinante para sus características
termotrópicas. A la fecha no existen reportes de un sistema más completo de ‘balsas de lípidos
modelo’, tanto en composición como proporciones adecuadas a lo biológico.

5.3.2. El cut-off en membranas ‘homogéneas’ y ‘heterogéneas’

Como vimos en capítulos anteriores, el DPPC es una de las especies de lípidos más abundan-
tes en las membranas plasmáticas [39]. Sin embargo, resulta interesante investigar su contribu-
ción al punto de cut-off de los n-alcoholes. En la figura 5.2 se muestra la serie de los n-alcoholes
de cadena larga (C8−16) en membranas de DPPC. El cut-off en este sistema homogéneo se encon-
tró entre C10 y C11, mostrando un efecto de desordenamiento y sobreordenamiento respecto al
control, respectivamente. Así mismo, se observa una disminución gradual en la cooperatividad
respecto al control, independientemente del alcohol y de su efecto. Es importante mencionar
que las concentraciones anestésicas (ED50) de los n-alcoholes son del orden de micromolar
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[118], comparado con la concentración usada en este experimento (1 mM). Sin embargo, así
como en lo demostrado en capítulos anteriores (Fig. 3.1 y 4.4) y en muchos otros trabajos, el
efecto de los anestésicos, al menos en términos de orden/desorden, siempre presenta el mismo
comportamiento dependiente de la concentración, de tal manera que usar 1 mM únicamente
escala el mismo efecto inducido a bajas concentraciones (ED50). También es bien sabido que
los alcoholes de cadena corta inducen un efecto lineal [10], por tal motivo estos resultados se
presentan solo a partir del 1-octanol (C8).

Figura 5.2: Estudio del cut-off en membranas de DPPC. Control (41.4◦C, ◦) y la serie de n-alcoholes
de cadena larga: 1-octanol (C8, 39.5◦C, �), 1-nonanol (C8, 37.5◦C, 4), 1-decanol (C10, 38.3◦C, 5), 1-
undecanol (C11, 42.9◦C, ◦), 1-dodecanol (C12, 46.5◦C, �), 1-tetraecanol (C14, 47.3◦C, 4), 1-hexadecanol
(C16, 48.8◦C,5). Los liposomas MLV fueron preparados en 10 mM de solución de amortiguamiento HEPES,
pH 7. En todos los experimentos se mantuvo la misma relación molar 4:1 lípidos/alcohol.

Puesto que el cut-off en el DPPC está desplazado dos carbonos hacia abajo respecto al repor-
tado fisiológicamente (C12), es importante comparar el efecto de estos alcoholes en distintos
sistemas homogéneos, con el fin de obtener información puntual de su interacción con distintas
especies de lípidos. Realizando dicho estudio en membranas de DMPC, SM y DPPC, la figura
5.3a demuestra un cut-off dependiente de las características moleculares de cada uno de los
lípido en cuestión, y a su vez ilustra que los desplazamientos∆Tm son distintos para un mismo
alcohol. Por ejemplo, mientras que C10 desordena las membranas de DPPC (∆Tm <0), ordena
las de DMPC, generando un efecto incluso mayor en SM. Estos hallazgos demuestran que la
interacción de los n-alcoholes es ‘lípido-dependiente’.

Continuando con la exploración ‘lípido-dependiente’ del cut-off, la figura 5.3b muestra una
comparación de los efectos de C10 y C12 en las membranas heterogéneas presentadas en la figura
5.1. Cabe señalar que el caso SM/Chl no es presentado en este apartado ya que su transición de
fase posee tan baja cooperatividad que la adición de cualquier alcohol desaparece la señal por
completo. Tomando como referencia el caso de ‘balsas modelo’ (SM/Chl/DPPC/DOPC/GM1)
podemos observar que la ausencia de GM1 pronuncia los efectos de ambos alcoholes (SM/Chl/DPPC/DOPC).
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Figura 5.3: Estudio del cut-off en membranas homogéneas y heterogéneas. (a) Comparativa del efecto
de varios n-alcoholes en el ∆Tm de membranas de DMPC, SM y DPPC. La línea punteada señala el punto
de cut-off para cada caso. (b) Comparativa del efecto de C10 y C12 en el ∆Tm de las mezclas de lípidos
SM/Chl/DPPC, SM/Chl/DPPC/DOPC, SM/Chl/DPPC/DOPC/GM1 y SM/Chl/DPPC/GM1. Los liposomas
MLV fueron preparados en 10 mM de solución de amortiguamiento HEPES, pH 7. En todos los experimentos
se mantuvo la misma relación molar 4:1 lípidos/alcohol.

De forma similar, la remoción de DOPC al sistema de balsas, amplifica los efectos de ambos al-
coholes, sin embargo, el efecto causado por C10 es significativamente menor que el observado
en el caso sin GM1. Finalmente, la remoción tanto de GM1 como DOPC mantienen el ∆Tm
de C12, mientras que el efecto causado por C10 es casi nulo. Como era de esperarse, la parti-
cipación de cada lípido inducen cambios en la interacción con cada n-alcohol. Es importante
aclarar que los resultados anteriores en membranas heterogéneas se muestran exclusivamente
para dos alcoholes debido a los altos costos del gangliósido GM1.

5.4. Especulación molecular del cut-off fisiológico

Todo parece indicar que cada especie lipídica contribuye de forma distinta en el punto exac-
to de cut-off. Puesto que el DMPC y el DPPC comparten el mismo grupo funcional en la cabeza
polar y difieren exclusivamente en dos carbonos de la cadena acílica (DMPC, 14:0 y DPPC,
16:0), sus valores de Tm cambian de 24.2 (DMPC) a 41.4◦C (DPPC), lo cual sugiere por tanto
que el DPPC posee un mayor orden estructural que el DMPC. De la figura 5.3a podemos obser-
var que las membranas de DPPC son desordenadas por C10 (∆Tm<0), mientras que este mismo
alcohol genera el efecto opuesto en las de DMPC (∆Tm>0). Este resultado podría sugerir que
cierto alcohol es capaz de ordenar membranas de bajo orden y a su vez desordenar membra-
nas de mayor orden, o bien, aumentar la estructura de un lípido y disminuirla la de otro. Sin
embargo, si la temperatura de transición de fase fuera suficiente para entender este fenómeno,
uno debería encontrar que C10 induce un efecto intermedio en las membranas de SM, cuya
Tm es intermedia al DMPC y DPPC (35.9◦C). A pesar de que los tres lípidos poseen el mismo
grupo funcional ‘colina’, difieren en la unidad estructural que une las cadenas hidrocarbonadas
con el grupo fosfato; en donde DMPC y DPPC contienen un grupo ‘glicerol’ y la SM al grupo
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‘ceramida’. Este último parece ser el único responsable de que los distintos alcoholes aumenten
el orden estructural de las membranas de SM respecto al DMPC y DPPC (ver Fig. 5.3a), dicho
de otra manera, los grupos hidroxilo (-OH) de los alcoholes parecen tener una mayor afinidad
electroestática con los grupos cerámica de tal forma que la cohesión del sistema alcohol-SM
incrementa. Esos argumentos a su vez explican los distintos puntos de cut-off dependientes de
la estructura molecular del lípido.

Por otro lado, conforme los sistemas se vuelven más complejos (heterogéneos), el cut-off
adquiere un comportamiento interesante. Como describimos en el apartado anterior, el siste-
ma SM/Chl presenta una cooperatividad tan baja que cualquiera alcohol desaparece su perfil
calorimétrico. Si partimos del sistema SM con un cut-off en C7 y C8, se puede observar que
la participación del Chl y DPPC genera una reducción considerable del efecto del C12, siendo
apenas significativo y opuesto para C10 (ver Fig 5.3b). Además, es interesante que el efec-
to pronunciado de ambos alcoholes en el sistema SM/Chl/DPPC/GM1 (42.5◦C), sea reducido
considerablemente por la participación del DOPC. Como se demuestra en la figura 5.1b, la adi-
ción de DOPC al sistema SM/Chl/DPPC/GM1 genera una reducción en la Tm de casi 11◦C, i.e.,
el nuevo sistema es más fluido. Esto puede explicar que el DOPC, el cual constituye la fase
líquido-desordenada, sea capaz de amortiguar el efecto de C10 y C12 (ver Fig 5.3b).

En las células eucariotas existe una gran variedad de lípidos [132]. Dentro de un mismo
organelo, podemos encontrar membranas con distintas propiedades físicas [133, 134], inclu-
so al comparar la membrana del mismo organelo entre dos especies distintas de mamíferos
[133, 135]. Estas diferencias nos permiten especular que incluso en neuronas de distinto or-
ganismo podrían existir variaciones pequeñas pero significativas en la proporción lipídica de
membrana. Por tanto, podemos suponer que el cut-off ‘fisiológico’ reportado exclusivamente en
renacuajos [91], es solo un caso particular, puesto que otra especie animal adaptada a condi-
ciones ambiente distintas, presentaría un cut-off particular.

Como se mencionó al inicio de este capítulo, la gran variabilidad en los cut-offs encontrados
en estudios de proteínas, a su vez pone en duda la rigurosidad con la que se ha criticado al
modelo de Meyer-Overton para predecir la potencia anestésica. Se ha reportado que algunas
proteínas transmembranales están asociadas a distintos tipos de dominios de membrana [136].
Además, otros trabajos muestran la existencia balsas de lípidos con especies particulares de
gangliósidos [137]. Así mismo, resulta altamente probable que cada receptor involucrado en la
neurotransmisión, esté asociado a dominios con diferencias sutiles en su composición lipídica,
tales que sus propiedades físico-químicas dicten el umbral con el que estos dominios puedan
ser perturbados por un fármaco y modificar la función de la proteína.

En el siguiente capítulo, con el fin de profundizar en la hipótesis de balsas, realizamos un
estudio biofísico-bioquímico de la anestesia en membranas cerebrales.
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5.5. Metodología experimental

Preparación de liposomas. Todos los lípidos (DPPC, SM, Chl, DOPC y GM1) fueron ad-
quiridos en Avanti Polar Lipids, manipulados sin previa purificación. La SM fue adquirida de
extracto de cerebro de cerdo, cuya especie más abundante son 18:0 en 50%, 24:1 en 21%,
seguida de especies con porcentajes irrelevantes. Esta pequeña distribución de especies es la
causa de una transición amplia (baja cooperatividad) respecto a las transiciones comúnmente
estrechas (alta cooperatividad) en especies puras de lípidos (ver Fig. 5.1). La mezcla de lípi-
dos requerida fue disuelta en exceso de tert-butanol y posteriormente liofilizada. La mezcla de
lípidos resultante fue resuspendida en una mezcla diclorometano/metanol a una relación 1:1
v/v, en la cual se agregó la cantidad necesaria del respectivo n-alcohol. Los alcoholes sólidos
(>C12) a temperatura ambiente, fueron solubilizados por una mezcla CHCl3/MeOH a una re-
lación molar 2:1 v/v. En el caso de una sola especie de lípidos no fue necesario el proceso de
liofilización. Posteriormente, la mezcla lípidos-alcohol se mantuvo bajo una corriente de nitró-
geno para la evaporación de los solventes, en agitación permanente y temperatura constante
(500 rpm, 60◦C), durante∼40 min para un volumen aproximado de∼3 ml. Este proceso forma
una película completamente extendida en la parte inferior del frasco, la cual es hidratada con
una solución amortiguadora por encima de la Tm de los lípidos (Agua Milli-Q, 10 mM HEPES,
pH 7, ∼50◦C). Seguido a esto, la suspensión fue agitada inmediatamente por un vórtex para
asegurar el desprendimiento de la película de lípidos. Esta suspensión es agitada por 30-60 mi-
nutos (500 rpm, ∼50◦C) para producir finalmente vesículas multilaminares (MLVs). Todas las
mezclas de lípidos fueron ajustadas a una concentración de 4 mM, y para los alcoholes una con-
centración de 1 mM, dando como resultado una relación molar constante 4:1 lípidos/alcohol.
Cabe señalar que todas las mezclas de lípidos mencionadas a lo largo del texto fueron tomadas
de las proporciones de lípidos de membrana sináptica de cerebro de rata [128, 129].

Calorimetría. Los termogramas fueron registrados a una velocidad de barrido de 1◦C/min.
Previo a su introducción en el calorímetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a
baja presión (635 mmHg) durante 10 min a 3◦C. Todos los experimentos se midieron a presión
constante (3 atm). El calorímetro (Microcalorimeter, NanoDSC, TA Instruments) fue manipu-
lado por medio de una interfaz hacia una PC, y los datos fueron analizados a través de un
software proporcionado por el instrumento. Antes de comenzar la calorimetría, las muestras
fueron equilibradas térmicamente durante 5 min a 4◦C. Los barridos fueron realizados de 0◦C
a 60◦C. Cada experimento se llevó a cabo únicamente 2 veces usando distintas preparaciones
de liposomas, debido a la buena reproducibilidad de los protocolos.
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6.1. Resumen

Estudios recientes han demostrado que los agentes anestésicos alteran las propieda-
des físicas de las balsas de lípidos en membranas modelo. Sin embargo, a la fecha,
se desconoce si dicha desestabilización puede afectar la interacción lípido-proteína en
membranas cerebrales. En este capítulo, se analizaron los efectos producidos por el
anestésico general pentobarbital (PB) en las membranas plasmáticas y balsas de lípi-
dos cerebrales in vivo. Se caracterizó, por primera vez, el comportamiento termotrópico
de las membranas plasmáticas, sinaptosomales y balsas de lípidos de cerebro de rata.
Hemos encontrado que la temperatura de transición de fase (Tm) de la parte lipídica
es cercana a la temperatura fisiológica. Además, hemos demostrado, por primera vez,
que la PB disminuye la Tm de membranas plasmáticas y balsas de lípidos, sugiriendo
una alteración de la estructura lipídica. Posteriormente, se llevó a cabo un estudió del
efecto de la PB en la composición proteica de las balsas lipídicas. Nuestros resultados
muestran una reducción de la proteína total asociada a balsas, con una mayor reduc-
ción del receptor NMDA en comparación con el receptor GABAA. Ambos receptores son
considerados los principales sitios de acción de PB. En general, nuestros resultados su-
gieren que las balsas de lípidos pueden ser mediadores plausibles en acción anestésica,
brindando soporte a la idea de que los anestésicos modifican, de forma ‘semiespecífi-
ca’, las propiedades físicas de las dichas balsas, lo cual a su vez altera la afinidad de
canales iónicos particulares a estos dominios para una función específica.

6.2. La hipótesis de ‘balsas de lípidos’

Reportes recientes destacan la participación de las balsas de lípidos en muchos procesos
biológicos. Ejemplos de estos son: fusión de virus [138], modulación inmune [139], cáncer
[140], Alzheimer [141], endocitosis [142], activación de células T [143] y señalización de neu-
rotransmisores [144]. La razón para estudiar tales estructuras de lípidos es porque el modelo
clásico de ‘mosaico fluido’ de Singer-Nicolson de la membrana celular (como una estructura
homogénea) no puede explicar en muchos casos la interacción receptor-efector.

Las balsas de lípidos son pequeñas (10-200 nm), heterogéneas, altamente dinámicas, do-
minios de membrana enriquecidos con esteroles y esfingolípidos capaces de compartimentar la
distribución espacial de los receptores y sus efectores próximos en la membrana [131]. Ellos for-
man, a temperaturas fisiológicas, una estructura altamente ordenada (fase líquido-ordenado,
Lo) con características intermedias entre gel y la fase líquido-cristalina, en coexistencia con el
resto de la membrana (fase líquido-desordenada, Ld). La alta afinidad de algunas proteínas a
estos microdominios facilita la formación de complejos y la activación de vías de señalización
específicas [145].

Como se ha discutido en capítulos previos, la anestesia es uno de los tantos problemas de la
neurociencia estudiados bajo el paradigma del ‘receptor-ligando’. Sin embargo, la implicación
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de recurrir a dicha tradición sin la participación de los lípidos, en la mayoría de los casos, es la
fuente de confusion en la comprensión de mecanismos celulares inequívocos [146].

Recientemente, algunos estudios realizados en membranas artificiales [147] o de eritrocito
[148] sugieren que las balsas de lípidos podrían mediar la respuesta anestésica a través de la
alteración de las propiedades físicas de los lípidos. Esto, en neuronas, podría afectar a su vez
las funciones normales de receptores implicados en la neurotransmisión. De hecho, y dando un
crédito parcial a esta hipótesis, los canales iónicos activados por ligando como el NMDA [149]
y GABAA [150], relacionados con la anestesia, se han encontrado asociados a tales dominos de
lípidos [144]. Actualmente, no existen estudios que demuestren el efecto físico-químico de los
anestésicos en membranas cerebrales, así como su efecto en la asociación balsa-receptor.

En el presente estudio adoptamos, por primera vez, la ‘hipótesis de balsas’ para investigar
los efectos de los anestésicos en las membranas cerebrales, en particular, el anestésico general
PB. Para comenzar dicho estudio, realizamos una caracterización termotrópica (DSC) de las
membranas plasmáticas, sinaptosomales y balsas de lípidos de cerebro de rata. Encontramos
que el PB induce alteraciones estructurales en el medio de lípidos y modifica a su vez el per-
fil energético de desnaturalización de las proteínas inducido por calor, tanto en membranas
plasmáticas como en balsas lipídicas. Además, nuestros resultados muestran que el desorden
inducido en la membrana correlaciona fuertemente con una reducción de la proteína total aso-
ciada a balsas de lípidos durante el estado de anestesia, en particular los receptores de NMDA
y GABAA, los cuales han sido postulado con sitios específicos para el PB. Estos resultados ex-
perimentales pueden abrir un nicho para futuras investigaciones al considerar a las balsas de
lípidos como mediadoras en la acción anestésica.

6.3. Caracterización termotrópica de membranas cerebrales

La calorimetría de membranas biológicas ha sido también ampliamente estudiada [151]; en
membranas aisladas de bacterias [22], espermatozoides [152], eritrocitos [153] y algunas otras
células [154, 155]. Sin embargo, para membranas cerebrales tal estudio no ha sido realizado.

Para caracterizar el comportamiento termotrópico de las membranas cerebrales se aislaron
membranas plasmáticas [156], sinaptosomales [157] y balsas de lípidos [158] (véase ‘Metodo-
logía experimental’ al final del capítulo). Las Tm’s correspondientes a la fase lipídica de todas
las membranas cerebrales se encontraron en el intervalo de 26-27◦C, excepto las balsas de lípi-
dos con una Tm mayor en 32.19◦C ± 0.22◦C (ver Fig. 6.1). Estos termogramas corresponden a
curvas representativas de cada tipo de membrana. La variabilidad en la eficiencia de aislamien-
to de membranas, a través de diferentes protocolos, no permite una comparación de la escala
de capacidad calorífica (Cp) entre diferentes membranas. Por tanto, las unidades de capacidad
calorífica para las membranas biológicas son siempre ‘arbitraria’, debido al desconocimiento
tanto de la concentración total como del peso molecular promedio de todos los componentes
implicados. Los perfiles de transición de lípidos son completamente reversibles, tal como se
observó en un segundo barrido (datos no mostrados); donde las proteínas son desplegadas de
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forma irreversible y aparece únicamente el perfil de transición de lípidos. Las transiciones de
lípidos ‘amplias’ y de ‘baja amplitud’ ocurren debido a la baja cooperatividad como resultado
de la gran variedad de componentes lipídicos en el sistema. Se sabe que las balsas comprenden
lípidos de temperatura de fusión alta (saturados) y colesterol, por lo que es de esperarse un
valor más alto de Tm que las otras membranas, las cuales contienen lípidos de temperatura de
fusión baja (insaturados) en las regiones no-balsa. El perfil característico del desplegamiento de
proteínas corresponde a temperaturas superiores a 40◦C para cada membrana. Es importante
tener en cuenta que la técnica DSC es altamente susceptible a la composición y concentración
de lípidos y proteínas, por lo que el perfil lípido-proteína característico de cada membrana es
altamente sensible al protocolo de aislamiento y al tipo de membrana. Nuestros datos suman
evidencia al hecho de que las membranas biológicas, en particular las membranas cerebrales,
se encuentran en la fase fluida a temperatura fisiológica (Tp). Esto implica que la composición
lipídica de membrana es responsable de la Tm ligeramente por debajo de Tp.

Figura 6.1: Caracterización termotrópica de membranas cerebrales. La Tm de la fase lipídica para
todas las membranas cerebrales se encuentra en el intervalo de 26-27◦C ± 0.2◦C, excepto las balsas de
lípidos con una Tm mayor de 32.19◦C ± 0.22◦C. Las temperaturas superiores a ∼40◦C muestran el perfil
de desplegamiento de proteínas característico. Todos los termogramas son resultados representativos de al
menos 3 experimentos.
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6.4. Influencia del PB en la físico-química de membranas ce-
rebrales

6.4.1. Fenómeno de DPF en membranas plasmáticas cerebrales

El fenómeno de depresión del punto de fusión (DPF) inducido por agentes anestésicos, el
cual implica desorden de membrana, ha sido reportado solo en membranas de lípidos artificiales
[159, 160]. Sin embargo, no existe evidencia previa que justifique tal fenómeno en membranas
biológicas, en particular, en membranas plasmáticas neuronales. En dicho estudio se llevaron
a cabo aislamientos de membrana plasmática cerebral con el fin de explorar los cambios ter-
motrópicos inducidos por el PB (3 mM) en el perfil de lípidos y proteínas (véase Fig. 6.2a).
La suspensión de membranas plasmáticas fue incubada con PB previo a la medición de DSC.
Se observó una disminución en la Tm de los lípidos (∆Tm t -1.8◦C ± 0.4◦C) con respecto al
control. Este resultado ilustra un aumento en el desorden de los lípidos de membrana debido
al PB. También se observa que PB aumenta la entalpía calorimétrica (área bajo la curva) del
perfil de desplegamiento de proteínas (véase Fig. 6.2a). Tal aumento de cohesión puede ser
causado por cambios estructurales o agrupamientos de proteínas durante el tratamiento de PB
(este hecho será discutido más adelante). El resultado anterior demuestra el desorden de la
fase lipídica de las membranas plasmáticas inducido por PB. A continuación, nos centraremos
particularmente en el efecto que este anestésico produce sobre las balsas de lípidos.

6.4.2. Estabilidad ‘lípido-proteína’ de balsas de lípidos

Para estudiar, in vivo, el efecto de la anestesia de PB en las balsas de lípidos, estas fueron
aisladas a partir de cerebro de rata en estado de anestesia, a través del método ‘libre de deter-
gente’ [158] (véase ‘Metodología experimental’). En primer lugar, el análisis termotrópico de
estas balsas muestra una disminución pequeña pero significativa de la Tm de los lípidos (∆Tm
t -1.15◦C ± 0.57◦C), de ratas tratadas con PB comparadas con su control (ver Fig. 6.2b). El
desorden de lípidos asociado a esta reducción de Tm puede atribuirse a: 1) residuos de PB en
las balsas de lípidos después del proceso de aislamiento, o 2) durante el estado de anestesia,
la PB desestabiliza las balsas de lípidos reduciendo la cantidad de proteínas asociadas, y co-
mo resultado, la cohesión natural de dichas balsas disminuye. Consideramos que la segunda
hipótesis es más plausible puesto que si realizamos una segundo barrido en balsas de lípidos
control (después del desplegamiento de proteínas ocurrido en el primer barrido) (ver Fig. 6.2c),
la señal de lípidos muestra una reducción significativa de la Tm (∆Tm t -11.27◦C ± 0.47◦C).
Es importante mencionar que después del segundo barrido, la señal de lípidos prevalece sin
alteraciones en barridos posteriores. Curiosamente, esta diferencia entre el primer y segundo
barrido fue apenas significativa en membranas plasmáticas (datos no mostrados). Estos resul-
tados sugieren que para balsas de lípidos, la Tm de la fase lipídica depende en forma importante
de la conformación estructural y cantidad de proteínas asociadas.
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Figura 6.2: Influencia de PB en la estabilidad lípido-proteína de membranas cerebrales. (a) El PB
induce cambios estructurales en membranas plasmáticas; fenómeno de DPS de la fase lipídica. El recuadro
interno muestra un acercamiento de la transición de fase de lípidos. La Tm de las membranas de control fue
26.58◦C ± 0.19◦C, mientras que para las membranas incubadas con PB (a 3 mM) en 24.72◦C ± 0.21◦C.
Los datos son representados como el promedio ± SEM; n = 3 (6 cerebros cada uno). (b) En la anestesia
con PB, la Tm de las balsas de lípidos fue 32.19◦C ± 0.22◦C y 31.04◦C ± 0.35◦C para los casos control y
PB, respectivamente. Los termogramas individuales fueron normalizados respecto al punto medio entre las
señales de lípidos y proteínas. Los datos son representados como el promedio ± SEM; n = 3 (3 cerebros cada
uno). (c) La Tm de la fase lipídica de balsas depende de la conformación estructural de la proteína. Después de
calentar hasta 90◦C en la primer barrido (modo calentamiento) donde se despliegan las proteínas (transición
irreversible), el segundo barrido muestra una disminución significativa en la Tm de la fase lipídica. La Tm
de la fase lipídica fue 32.19◦C ± 0.22◦ y 20.92◦C ± 0.25◦ en el primer y segundo barrido, respectivamente.
Este termograma es un resultado representativo de al menos 3 experimentos.

La reducción en el perfil de desplegamiento de proteínas de la figura 6.2b parece indicar
que la proteína total presente en las balsas de lípidos disminuye durante el estado de anestesia.
Para demostrar lo anterior, se empleó un método basado en el uso de detergente [161] que
permite separar las balsas de lípidos y una fracción enriquecida con la ‘densidad postsináptica’
(DPS) sin balsas. El marcador de balsa lipídicas Caveolin-1 y el gangliósido GM1 se concentran
en la fracción 2, mientras que la proteína TfR, que no está asociada a balsas, no está presente en
dicha fracción (ver Fig. 6.3a). Como se mencionó anteriormente las subunidades del receptor
NMDA se encuentran en las fracciones de balsas de lípidos y en la enriquecida con DPS (sin
balsas). La concentración de proteína total fue determinada por la prueba Bradford en balsas
aisladas de ratas control y anestesiadas previamente. Las balsas de lípidos de ratas anestesiadas
presentaron una menor concentración de proteínas, aproximadamente del 35% en compara-
ción con el control (ver Fig. 6.3b). También se observó que la concentración de proteína en la
DPS y fracción soluble no mostró cambios significativos. Además, para determinar si el cambio
en la proteína total fue debido a una disminución general en la cantidad de balsas de lípidos,
se midió la cantidad de gangliósido GM1 en la fracción de las balsas de lípidos (ver Fig. 6.3c).
Sin embargo, no se detectó una disminución significativa en la cantidad de este lípido, lo que
sugiere que el PB altera la interacción de las proteínas con balsas de lípidos sin modificar la
cantidad de estos últimos. En conjunto, estos datos indican que la anestesia con PB induce una
disminución de la proteína total asociada a las balsas de lípidos.
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Figura 6.3: Efecto de la anestesia en la cantidad de proteína total en balsas de lípidos. Los cerebros
de rata fueron extraídos en 1% Triton X-100 y separados en un gradiente de densidad. (a) Se obtuvieron
cinco fracciones (de arriba hacia abajo) de cada gradiente y un volumen igual de estas fracciones fue inmu-
notransferido para las proteínas indicadas. Las fracciones también se analizaron para el gangliósido GM1
(ensayo de dot-blot utilizando la toxina del cólera). (b) La concentración total de proteínas (Bradford) se
analizó en las fracciones de balsas de lípidos y en las enriquecidas con DPS, aisladas de animales control y
anestesiados (PB). (c) El GM1 se analizó (dot blot) en un volumen igual de la fracción de balsas de lípidos.
Los gráficos muestran la concentración de proteínas y el análisis de densitometría dot-blot expresado como
el cociente entre ratas tratadas con PB y control (media ± SEM) (Se utilizaron al menos 9 animales por
grupo). ** p < 0.01.

6.4.3. Asociación de los receptores NMDA y GABAA con balsas de lípidos

Algunos estudios han demostrado que los anestésicos generales potencian la función del
receptor ácido γ-aminobutírico tipo A (GABAA) [162] y/o inhiben los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) [163, 164]. Para evaluar el efecto de PB en la asociación de estos receptores
con balsas lipídicas, se cargó la misma cantidad de proteína total para ser analizada por Western
blot. Esto significa que compensamos la disminución de la cantidad total de proteína en las
balsas de ratas anestesiadas para evaluar particularmente los cambios en la concentración de
los receptores NMDA y GABAA. Hemos encontrado que PB disminuye aún más la cantidad de las
subunidades NR1 y NR2B del NMDAR en las balsas de lípidos en comparación con la actina o la
subunidad α del receptor GABAA (ver Fig. 6.4a). No se detectaron cambios significativos en la
DPS o fracción soluble (ver Fig. 6.4b y c). Los niveles de los receptores GABAA fueron similares
en el control y ratas anestesiadas, lo que significa, por tanto, que este receptor se reduce solo
un t30% en la cantidad de proteína total de la fracción de balsas de lípidos.

Los resultados previos fueron confirmados por el método ‘libre de detergente’ [158], usado
en los experimentos de DSC para balsas de lípidos. Este método, que implica una resuspensión
en un amortiguador a 0.5 M de bicarbonato (pH ∼11), rompe las membranas celulares en
pequeños fragmentos, despojándolos de proteínas citosólicas. El homogenado fue fraccionado,
sin la eliminación de los extractos solubles, por centrifugación en un gradiente discontinuo de
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Figura 6.4: Efecto de la anestesia en la asociación de los receptores NMDA y GABAA con balsas de
lípidos. (Protocolo con detergente) Las balsas de lípidos de cerebro de ratas control y anestesiadas con PB
fueron extraídas en 1% Triton X-100 y separadas en un gradiente de densidad de sacarosa. Después de la
determinación de proteína total, se analizaron por Western blot cantidades iguales de proteínas de balsas
de lípidos (a), DPS (b) y extracto soluble (c), para las proteínas indicadas; subunidades NR1 y NR2B del
NMDAR, y α de GABAA). Los gráficos muestran la lectura espectrofotométrica y el análisis de densitometría
dot-blot normalizado por actina (media ± SEM), expresado como la razón de la inmunorreactividad entre
las ratas tratadas con PB y control (Se utilizaron al menos 9 animales por grupo) ** p < 0.01.
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sacarosa para separar las balsas de lípidos de baja densidad a partir de membranas de alta den-
sidad (ver Fig. 6.5a). De forma similar, la anestesia con PB reduce la asociación de proteínas
con balsas de lípidos sin cambiar la cantidad de GM1 (ver Fig. 6.5b). Se cargó la misma concen-
tración de proteína total para analizar de forma particular la cantidad de NMDAR por Western
blot. También se encontró que el PB disminuye en un grado mayor la cantidad de subunidades
NR1 del NMDAR en esta fracción (ver Fig. 6.5c). Por lo tanto, ambos métodos de extracción
de balsas de lípidos, con y sin detergente, y pese a sus diferencias en la pureza/eficiencia de
extracción, confirman la reducción de proteína asociada a dichas balsas, en particular de los
receptores NMDA y GABAA.

Por otra parte, la anestesia con PB disminuyó la cantidad de NMDAR en la fracción de bal-
sas de lípidos pero no se detectó un aumento significativo en la fracción de DPS. Esto podría
significar que el PB indujo una remoción del NMDAR de la sinapsis. Para hacer frente a esta
hipótesis, se aislaron sinaptosomas [157] de ratas control y anestesiadas. Se evaluó la cantidad
de este receptor en la fracción sinaptosomal, sin embargo, no se encontraron cambios significa-
tivos (ver Fig. 6.6). Este resultado sugiere que, al menos después de 15 minutos de la inyección
intraperitoneal de PB, no existe endocitosis del NMDAR en la sinapsis.

6.5. El desorden de membrana y su implicación en las balsas
de lípidos

Una gran cantidad de estudios de DSC han demostrado que los lípidos de las membranas
biológicas existen exclusivamente en fase fluida a temperaturas fisiológicas (Tp). Sin embargo,
la Tm de estos lípidos puede ir en un rango amplio de temperatura por debajo de Tp, dependien-
do de la célula e incluso el organelo [151]. Por ejemplo, se sabe que las membranas internas
mitocondriales de hígado de rata tienen una transición de fase gel-fluido amplia y reversible
centrada en 0◦C, siendo validada por extractos de lípidos puros [133]. Sin embargo, en el mismo
organelo, se ha reportado que la transición de la membrana externa se produce a una tempera-
tura ligeramente más baja que la transición de la membrana interna (∼10◦C) [134]. En primer
lugar, estos resultados mostraron que la membrana interna es más rígida que la membrana ex-
terna, y en segundo lugar, que cada tipo de membrana biológica posee diferentes propiedades
físicas críticas para llevar a cabo sus funciones normales.

Como se describió anteriormente, nuestros resultados proporcionan por primera vez una ca-
racterización termotrópica de membranas plasmáticas cerebrales y balsas de lípidos. De manera
interesante, la transición de fase (Tm) del medio lipídico se produce a temperaturas relativa-
mente más altas respecto a otras membranas biológicas, mostrando una amplia transición muy
cerca de la temperatura fisiológica (Tp t 37◦C). El hecho de que las membranas cerebrales se
encuentren cerca de la transición implica que pequeñas perturbaciones pueden ser capaces de
desencadenar cambios considerables en las constantes elásticas de la membrana. Este hallazgo
provee a su vez uno de los requisitos termodinámicos fundamentales detrás del ‘modelo del
solitón’ [22] para el impulso nervioso (véase Capítulo 1).



70 El desorden de membrana y su implicación en las balsas de lípidos

Figura 6.5: Efecto de la anestesia en la asociación del receptor NMDA con balsas de lípidos. (Proto-
colo sin detergente) Las balsas de lípidos de cerebro de ratas control y anestesiadas con PB fueron extraídas
en un amortiguador de NaHCO3 (0.5 M) libre de detergente y separadas en un gradiente de densidad de
sacarosa. (a) Se obtuvieron siete fracciones (de arriba a abajo) de cada gradiente y un volumen igual de
estas fracciones fue inmunotransferido para la proteína indicada; subunidad NR1 del NMDAR. Las fraccio-
nes también se analizaron para el gangliósido GM1 (ensayo de dot-blot utilizando la toxina del cólera). (b)
La concentración total de proteína (Bradford) se analizó para las fracciones de balsas de lípidos y en las
enriquecidas con DPS, aisladas de animales control y anestesiados (PB). El GM1 se analizó (dot blot) en un
volumen igual de la fracción de balsas de lípidos. El gráfico muestra la concentración de proteínas y el análisis
de densitometría dot-blot expresados como el cociente entre ratas tratadas con PB y control (media ± SEM)
(Se utilizaron al menos 3 animales por grupo). * p < 0.05. (c) Después de la determinación de proteína
total, se analizaron por Western blot cantidades iguales de proteínas de cada fracción (excepto la fracción
1), para la misma subunidad NR1. El gráfico muestra la lectura espectrofotométrica y el análisis de densito-
metría dot-blot normalizado por actina (media ± SEM), expresado como la razón de la inmunorreactividad
entre las ratas tratadas con PB y control (Se utilizaron al menos 3 animales por grupo).

Mediante el uso de pruebas de fluorescencia para estudiar el orden de la membrana, se
ha demostrado que diferentes anestésicos tales como el fenobarbital, pentobarbital, prilocaína,
procaína y etanol son capaces de aumentar la fluidez de la membrana (desorden) de membrana
plasmática de fibroblastos LM [165] y sináptica [166]. Por otro lado, el único experimento de
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Figura 6.6: Efecto de la anestesia en la asociación del receptor NMDA con la sinapsis. Los sinaptosomas
se aislaron mediante un gradiente de densidad sacarosa a partir de animales control y en estado de anestesia
(PB). Se analizó por Western blot la subunidad NR1 en la misma cantidad de proteínas sinaptosomales. El
gráfico muestra la lectura espectrofotométrica y el análisis de densitometría dot-blot normalizado por actina
(media ± SEM), expresado como la razón de la inmunorreactividad entre las ratas tratadas con PB y control
(Se utilizaron al menos 5 animales por grupo).

DSC reportado de membranas plasmáticas (eritrocitos) con anestésicos, sugiere una desestabi-
lización de la estructura lipídica inducida por tetracaína [167]. Sin embargo, se ha explorado
muy poco acerca de los aspectos físico-químicos en la interacción anestésica con membranas
cerebrales. Nuestros datos de DSC muestran la primera evidencia de una disminución significa-
tiva del punto de fusión (Tm) de la fase lipídica de membranas plasmáticas de cerebro, debido
a la interacción con el anestésico PB; donde éste no solo induce desorden estructural de los lípi-
dos, sino también afecta la interacción lípido-proteína. Si recurriésemos al ‘modelo del solitón’
para tratar de explicar la anestesia, tal reducción de Tm, que a su vez se aleja de Tp, aumenta
el costo energético de la membrana para alcanzar su transición gel-fluido y que por ende, la
generación del potencial de acción sea suprimida [25] (véase Capítulo 1).

Como se discutió en el capítulo anterior, algunas moléculas que normalmente organizan
membranas poco ordenadas, son capaces de desordenar aquellas muy ordenadas, así como las
balsas de lípidos. Además, se ha demostrado que la afinidad del etanol por las membranas de
lípidos es altamente sensible a cambios en la estructura central de los lípidos, grupo glicerol
(fosfatidilcolina) o ceramida (esfingomielina/gangliósidos) [168]. El etanol mostró una alta afi-
nidad por los lípidos que contienen el grupo ceramida, los cuales son componentes esenciales
de las balsas de lípidos. Recientemente, se ha propuesto un modelo de heterogeneidad de mem-
brana plasmática que atribuye esta estructura a la presencia de un punto crítico de miscibilidad
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(Tc) en membranes plasmáticas [169, 170]. Este modelo predice que el tamaño, la compo-
sición y duración de las estructuras mediadas por lípidos, en células intáctas y a temperatura
fisiológica, serán sensibles a la temperatura del punto crítico subyacente. Veatch y colabordores
también han encontrado que los alcoholes anestésicos disminuyen estas temperaturas críticas
por 4◦C a su respectiva dosis anestésica [171]. Dentro de este modelo, un compuesto que redu-
ce la Tc (de manera similar a Tm en nuestro caso) podría también reducir el tamaño, duración y
el contraste de composición de los dominios mediados por lípidos en la membrana plasmática
a temperatura fisiológica. Todos estos hallazgos son argumentos importantes para recurrir a la
‘hipótesis de balsas de lípidos’ de la anestesia.

Nuestros datos de DSC en balsas de lípidos de cerebro bajo anestesia (PB) mostraron una
ligera pero significativa disminución de la Tm de los lípidos y una disminución de la señal de la
proteína. También se observó una disminución de t30%, en la cantidad de proteína total en
las fracciones de balsas de lípidos, determinado por el ensayo Bradford. De manera interesante,
encontramos que el PB induce una disminución adicional del NMDAR en la fracción de balsas
de lípidos (un t35% adicional), lo cual no ocurre con el receptor GABAA.

El efecto diferencial de PB en la asociación de proteínas con balsas lipídicas podría deberse
a la diversidad de composición de las mismas. Sería de esperar que diferentes canales protei-
cos presenten ligeros cambios en la composición lipídica en su entorno. En las células HEK, se
observó recientemente una existencia simultánea de múltiples tipos de dominios de membra-
na [136]. Por otra parte, dos receptores, previamente identificados como constituyentes de las
balsas de lípidos, fueron encontrados en dominios de lípidos diferentes e independientes de la
membrana plasmática. Además, los estudios en células T sugieren balsas de lípidos funcionales
que contienen subconjuntos específicos de species de gangliósidos [137]. Es importante des-
tacar que tales diferencias de composición, entre balsas de lípidos de una misma membrana
plasmática, suponen diferencias en sus propiedades físico-químicas, y como resultado, dife-
rentes susceptibilidades al desorden estructural. Por lo anterior, es posible que el PB y otros
anestésicos tengan efectos diferenciales sobre dominios de lípidos específicos que afectan por
ende a las proteínas asociadas.

Diferentes estudios han demostrado que las balsas de lípidos están presentes en dendritas y
membranas postsinápticas que interactúan con proteínas de la DPS [172, 173]. También se ha
encontrado que la asociación de los NMDARs con balsas lipídicas es un mecanismo regulador fi-
namente coordinado durante la plasticidad sináptica, isquemia y el desarrollo [149, 174, 175].
Es importante mencionar que los NMDARs forman diferentes complejos de señalización en las
balsas de lípidos, los cuales correlacionan con mayores niveles de fosforilación de sus subunida-
des NR2 en tales microdominios [161]. La fosforilación de estas subunidades se ha relacionado
con una función potenciada [176]. Además, varios estudios han demostrado que las estatinas,
metil-ciclodextrinas, o cualquier otro compuesto que reduzca los niveles de colesterol de la
membrana alterando por tanto las balsas lipídicas, protegen a las neuronas de la excitotoxi-
cidad (exceso de excitación) mediada por el NMDAR asociado a las mismas [177, 178]. Estos
estudios muestran la importancia de la interacción NMDAR-balsas de lípidos, sugiriendo fuerte-
mente que la remoción de dicho receptor de balsas de lípidos disminuye su función excitatoria.
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En el presente trabajo hemos encontrado que el PB reduce en forma importante la asociación
del NMDAR con balsas de lípidos (aproximadamente en un 70%), lo que podría explicar el
efecto inhibidor de PB en el NMDAR.

Es bien sabido que PB aumenta la inhibición mediada por el receptor GABAA, aumentan-
do el tiempo medio de activación de dichos canales [179], lo que prolonga la inhibición de
las corrientes postsinápticas. Aunque se ha demostrado la existencia de grupos de receptores
GABAA asociados a balsas de lípidos [150], la interacción entre tales receptores con su vecin-
dario lipídico no ha sido bien estudiada. Es importante aclarar que este receptor presenta su
actividad inhibitoria únicamente fuera de balsas. De hecho, la asociación de este receptor a las
balsas de lípidos parece ser un mecanismo de ‘regulación hacia abajo’ (conocido también como
‘regulación negativa’), ya que se ha encontrado que la disrupción de balsas de lípidos potencia
el efecto de las benzodiazepinas en GABAA [180] y también evitar el efecto inhibidor del ‘factor
neurotrófico derivado del cerebro’ (FNDC) [181]. Por lo tanto, la remoción de los receptores
GABAA de balsas, incluso en un grado menor que los NMDAR, podría ser responsable del efecto
potenciador de PB en las corrientes de GABAA.

Algunos estudios han reportado que el Xenón y el isoflurano inhiben los receptores de NM-
DA mediante el mismo sitio de unión que el coagoista glicina [75]. La mutación de la subunidad
NR1 (F639A), localizada en este sitio de unión, disminuyó la sensibilidad de este receptor ante
ambos anestésicos. Sin embargo, estos estudios también demostraron un componente de inhi-
bición no-competitiva, insensible a la mutación de NR1. Nuestros resultados sugieren que el
desorden estructural de la membrana y la subsecuente alteración en la interacción proteína-
balsas de lípidos, podrían ser el componente no-competitivo compartido por todos los anesté-
sicos. En apoyo de esta hipótesis, un estudio reciente demuestró que diferentes tensioactivos
inhiben al receptor NMDA y a su vez potencian al receptor GABAA de la misma manera que el
isoflurano y etanol [182]. Estos tensioactivos son compuestos anfifílicos que interactúan con
la membrana, inducen desorden y desestabilizan la interacción lípido-proteína. Es importante
mencionar que, en contraste con el isoflurano y etanol, dichos tensioactivos no disminuyeron
la modulación del NR1 mutante (F639A) en comparación con los receptores de tipo silvestre
[182].

Hasta donde sabemos, solo existe un reporte acerca de la estabilidad termodinámica lípido-
proteína [135]. Éste demostró, en membranes internas mitocondriales de corazón de res, una
amplia transición de fase reversible (de lípidos) centrada a -10◦C la cual es desplazada a 20◦C
después de la desnaturalización térmica de proteínas. La membrana interna de mitocondria po-
see cantidades considerables de lípidos de transiciones altas, como la cardiolipina, la cual brin-
da rigidez y juega un papel determinante en la estabilidad estructural y activación de muchas
enzimas mitocondriales, especialmente aquellas relacionadas con la síntesis de ATP y transduc-
ción de energía, entre otras funciones [183]. Por tanto, el desplazamiento de la Tm de lípidos
hacia altas temperaturas reportado en [135], sugiere que los complejos proteicos, previo a su
desnaturalización por calor, brindaban una mayor fluidez (reducción de cohesión) a la mem-
brana interna mitocondrial intrínsecamente rígida. Este fenómeno, sin embargo, no había sido
explorado en las membranas plasmáticas. Nuestros resultados de DSC en balsas de lípidos ce-
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rebrales, muestran que la desnaturalización de proteínas induce de forma considerable una
desorganización estructural de la fase lipídica, a través de la reducción en la Tm de los lípidos
(∆Tm t -11.27◦C). Esto demuestra que las proteínas asociadas a balsas, en contraste con [135],
aumentan la estabilidad o cohesión de tales dominios lipídicos intrínsecamente más fluidos.

En resumen, los resultados presentados en este capítulo proporcionan evidencia importante
para la comprensión del mecanismo anestésico. Por primera vez: 1) es caracterizado el com-
portamiento termotrópico de membranas cerebrales; 2) se demostró el desorden estructural
de lípidos inducido por PB en la membrana plasmática cerebral; 3) tal desorden de membra-
na correlacionó con una reducción del t30% en la proteína total asociada a balsas de lípidos
(incluyendo los receptores GABAA) durante el estado de anestesia. Por último, 4) también en-
contramos que el PB indujo una disminución diferencial adicional (t70%) en la asociación del
NMDAR, el cual, junto con GABAA han sido postulados como sitios de acción para este anes-
tésico. En general, esta serie de datos suman en favor de la ‘hipótesis de balsas de lípidos’;
sugiriendo que tales dominios lipídicos son mediadores plausibles en la acción anestésica.
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6.6. Metodología experimental

Animales. Se utilizaron ratas adultas Wistar macho. Ellas fueron mantenidas en jaulas in-
dividuales en un ciclo de 12 hrs luz:12 hrs oscuridad. Las ratas recibieron comida y agua ad
libitum. Los experimentos se realizaron de acuerdo con las reglas en materia de salud (Ministe-
rio de Salud, México) y con la aprobación del Comité de Cuidado de Animales local. Las ratas
tratadas con PB fueron sacrificadas 15 minutos antes de la inyección intraperitoneal de 5 mg/kg
de pentobarbital sódico.

Anticuerpos. Ratón anti-NR1 (cat. 320500 Zymed, San Francisco, CA), ratón anti-NR2B
(Cat. 610417, BD Biosciences San Jose, California), receptor GABA alfa-1, cat (PA1-4658. Ther-
mo Scientific), anti TfR (Cat. H68.4; Life Technologies).

Aislamiento de membranas plasmáticas. La fracción de membranas plasmáticas fue aisla-
da como se describió anteriormente [156]. Los tejidos cerebrales frescos se lavaron con solución
salina enfriada con hielo y se homogeneizaron con un homogeneizador de teflón-vidrio preen-
friado en 2 ml de solución amortiguadora de homogeneización (sacarosa 0.25 M, HEPES 10
mM, PMSF 1 mM, cóctel de inhibidores de proteasas completo, Roche, pH 7.5). La muestra se
centrifugó a 1,000 x g durante 10 min, el sedimento se lavó con 1 ml de la solución de homo-
geneización y se centrifugó de nuevo a 1,000 x g durante 10 min. El sobrenadante de ambas
centrifugaciones fue mezclado y centrifugado a 50,000 x g durante 20 min. El sedimento re-
sultante fue resuspendido en 0.8 ml de 69% de sacarosa (añadiendo gota a gota al sedimento
con agitación vigorosa con el fin de evitar la aglutinación de las membranas y su posterior con-
taminación) y fue posteriormente cargado en la parte inferior de un gradiente discontinuo de
sacarosa. Cada gradiente, comenzando desde la parte inferior del tubo, estuvo compuesto de
0.8 ml de solución de sacarosa al 54, 45, 41 y 37%, respectivamente, y se añadió el medio de
homogeneización para llenar por completo el tubo. El gradiente fue centrifugado a 70,000 x g
durante 3 hrs. Se recogió la banda sedimentada entre 37 y 25% de sacarosa, correspondiente a
las membranas plasmáticas. Esta fracción se diluyó 1:4 con HEPES 10 mM y se sedimentó por
centrifugación a 30,000 x g durante 15 min. Finalmente, el sedimento se lavó tres veces con 10
mM de solución amortiguadora HEPES, pH 7.4.

Aislamiento de sinaptosomas. La fracción de sinaptosomas fue aislada como se describió
anteriormente [157] con algunas modificaciones. Los cerebros de ratas adultas se homogenei-
zaron en 2 ml de solución ‘A’ enfriada con hielo (0.32 M de sacarosa, 0.5 mM CaCl2, 1 mM de
NaHCO3, MgCl2 y NaF, 2 mM de ortovanadato de sodio, 20 mM de glicerol 2-fosfato, cóctel de
inhibidores de proteasas completo, Roche). Se realizaron una homogeneización con doce gol-
pes arriba y abajo del homogeneizador de teflón-vidrio. La muestra fue centrifugada a 1,000 x
g durante 10 min, el sedimento se lavó con 1 ml de la solución ‘A’ y fue centrifugada de nuevo
a 1,000 x g durante 10 min. El sobrenadante de ambas centrifugaciones fue mezclado y cen-
trifugado a 15,000 x g durante 15 min. El sedimento resultante fue resuspendido en una 1 ml
de la solución ‘B’ (solución ‘A’ sin CaCl2 y MgCl2), fue posteriormente cargado en la parte su-
perior de un gradiente discontinuo de sacarosa (volúmenes iguales de 0.85 ml, 1.0 y 1.2 M de
sacarosa, cada uno preparado en solución ‘B’) y fue centrifugado a 82,500 x g durante 2 h. Se
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recogió la banda sedimentada entre 1.0 y 1.2 M de sacarosa, correspondiente a sinaptosomas.
Esta fracción (0.8 ml) se diluyó 1:1 con solución ‘B’. Los sinaptosomas fueron sedimentados por
centrifugación a 20,000 x g durante 20 min y resuspendidos en una solución amortiguadora de
lisis con Triton X-100 (0.25%). La misma cantidad de proteína de la fracción sinaptosomal fue
separada por SDS-PAGE e inmunotransferencia con los anticuerpos indicados.

Aislamiento de balsas de lípidos. Las balsas de lípidos se prepararon a partir de un ex-
tracto insoluble de tejido homogeneizado como se describió anteriormente [184] con algunas
modificaciones [158]. Un cerebro de rata por muestra fue homogeneizado en la solución amor-
tiguadora de lisis (0.5 ml de NaCl 150 mM, Tris-HCl 25 mM pH 7.5, que contiene 10 mM NaF,
10 mM NaP2O7, 1 mM de ortovanadato de sodio, cóctel de inhibidores de proteasas completo
(Roche, Mannheim, Alemania ) y 1% de Triton X-100. Después de la homogeneización (treinta
golpes arriba y abajo) con un homogeneizador de teflón-vidrio, las muestras fueron centrifuga-
das a 1000 x g durante 10 min, y la concentración de proteína fue posteriormente determinada
por la prueba Bradford. La concentración de proteína fue ajustada a 1 mg/ml de proteína en 5
ml (1:1 relación proteína/detergente) por muestra y se incubó durante 30 min a 4◦C. Después
de la incubación, las muestras se centrifugaron a 16,000 x g durante 15 min a 4◦C, para separar
un extracto soluble de Triton X-100 y el sedimento insoluble. El sedimento fue resuspendido en
0.5 ml de solución amortiguadora de lisis, mezclado con 2 M de sacarosa (0.8 ml), luego esta
mezcla es superpuesta con 1 M (1.6 ml) y posteriormente con 0.2 M (1 ml) de sacarosa, para ser
finalmente centrifugada a 200,000 x g durante 18 hrs a 4◦C. Después de la centrifugación, se
recogieron cinco fracciones de la parte superior (fracción 1) a la parte inferior del gradiente. El
sedimento se resuspendió en 1 ml de solución amortiguadora de lisis. Se midieron volúmenes
iguales de cada fracción del gradiente para los marcadores de balsas lipídicas GM1, caveolina-1
y para el receptor de transferrina (TGF) como marcador de no-balsa. La concentración más alta
de todas estas proteínas fue encontrada en la fracción 2 como se reportó anteriormente. Tam-
bién se ha reportado de que el sedimento corresponde a una fracción insoluble de alta densidad
que contiene la mayor proporción de proteínas de la densidad postsináptica (PSD-93, PSD-95,
GluR1, NMDAR). El pellet no mostró niveles detectables de lípidos tales como el GM1 y altos
niveles de receptor de NMDA, por lo tanto podemos considerar que esta fracción contiene la
DPS libre de balsas lipídicas. En consecuencia, la fracción 2 es referida como la fracción de bal-
sa de lípidos y el sedimento como la fracción de DPS. Para comparar la cantidad de receptores
NMDAR y GABAA en balsas de lípidos entre el control y los animales anestesiados, la fracción
de balsas fue sedimentada y resuspendida en la solución amortiguadora de lisis con 0.25%
de Triton X-100. La concentración de proteína fue medida por la prueba Bradford. La misma
cantidad de proteína total por muestra se analizó por Western blot.

Aislamiento de balsas de lípidos por el método ‘libre de detergente’. Los cerebros de
rata fueron resuspendidos en 0.45 ml de carbonato de sodio 0.5 M, pH 11.5, con inhibidores
de proteasas y posteriormente fueron sometidos a ultrasonido con tres periodos de 30 s. El
homogeneizado se ajustó a 40% de sacarosa mediante la adición de 0.7 ml de 60% de sacarosa
en MBS (MES 25 mM, pH 6.4, NaCl 150 mM y carbonato de sodio 250 mM), colocado bajo un
gradiente discontinuo de sacarosa 5-30% y centrifugado a 200,000 x g durante 15 hrs a 4◦C.
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Se recogieron siete fracciones (0.8 ml cada una) de la parte superior del tubo, mezcladas con
2 volúmenes de MBS y centrifugadas a 20,000 x g durante 20 min a 4◦C. Los sobrenadantes
se descartaron, y los sedimentos de membrana se resuspendieron en solución amortiguadora
de lisis con 0.25% de Triton X-10052. La concentración de proteína fue medida por la prueba
Bradford. La misma cantidad de proteína total por muestra se analizó por Western blot.

Análisis de calorimetría. Se analizaron cuatro diferentes tipos de membranas cerebrales:
membrana total, plasmática, sinaptosomal y balsas de lípidos. Después del protocolo de aisla-
miento respectivo, todas las membranas fueron lavadas tres veces, y resuspendidas finalmente
en 10 mM de la solución amortiguadora HEPES, pH 7.4 (300,000 x g, 15 min, 4◦C). Previo a la
introducción de las muestras en las cubetas preenfriadas del DSC, las muestras fueron degasi-
ficadas a baja presión (635 mmHg) durante 10 min a 4◦C. Los perfiles de capacidad calorífica
fueron obtenidos por medio de un microcalorímetro (NanoDSC, TA Instruments) interconecta-
do a una PC, y los datos fueron analizados utilizando el software que provee el instrumento.
Una vez que las muestras han sido introducidas en el calorímetro, éstas fueron equilibradas
durante 5 min a 0◦C. Se llevaron a cabo dos barridos en modo calentamiento de 0◦ a 90◦C con
una velocidad de barrido de 0.1◦C/min para cada muestra. La capacidad calorífica fue medi-
da a presión constante (3 atm). Debido a los resultados robustos en los perfiles de capacidad
calorífica, se realizaron únicamente tres experimentos para cada tipo de membrana, usando ex-
tracciones cerebrales independientes. Puesto que no hay conocimiento de la masa de la muestra
y su respectivo peso específico, las unidades de capacidad calorífica no pueden ser obtenidas,
y por lo tanto, se sustrajo una línea recta propuesta como ‘línea base’ para todos los perfiles de
capacidad calorífica. Para eliminar la variabilidad en la eficiencia de aislamiento (concentra-
ción de membrana) del análisis de datos, se realizó una normalización respecto al punto medio
entre la señal de lípidos y proteínas en el perfil de capacidad calorífica. En los experimentos de
DSC correspondientes al estudio de la interacción PB-membrana plasmática, la suspensión fi-
nal obtenido del protocolo de aislamiento de membranas plasmáticas fue separada en dos; una
muestra fue utilizada como grupo control, y la otra para la adición de PB (3 mM). Se llevaron
a cabo al menos tres experimentos para cada caso, usando seis ratas por experimento para la
interacción PB-membrana plasmática y tres ratas para el estudio de la anestesia con PB y su
efecto en balsas de lípidos.

Análisis de Western-blot. Las muestras se mezclaron con una solución amortiguadora
Leammeli y 3% de 2-mercaptoetanol, hervido y separados en 8% de SDS-PAGE. Las proteínas
fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas fue-
ron bloqueadas durante 2 hrs a temperatura ambiente en una solución amortiguadora TBS-T
(Tris 10 mM, NaCl 0.9%, Tween 20 0.1%, pH 7.5) que contiene 5% de BSA. Las membranas
fueron incubadas con anticuerpos primarios durante la noche a 4◦, se lavaron (4 veces / 5 min)
en TBS-T con 1% de BSA, y se incubaron durante 1 hr con el anticuerpo secundario conjugado
con HRP. Los controles negativos fueron preparados por omisión de los anticuerpos primarios.
Las proteínas fueron detectadas por ECL (Immobilon Wester, Millipore) y visualizadas por el
sistema XRS ChemiDoc (BioRad).
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Determinación del GM1 por dot-blot. Para determinar el nivel de monosialogangliósido
(GM1), 1 ml de cada fracción de gradiente de densidad fue analizado por dot-blot sobre nitro-
celulosa, y fue bloqueado como se ha descrito anteriormente. Después de la incubación con la
toxina B del cólera conjugada con HRP (1/10.000) (Sigma, Saint Louis Missouri, EE.UU.), los
puntos fueron revelados por quimioluminiscencia.

Análisis estadístico. Las diferencias estadísticas entre las muestras fueron evaluadas me-
diante la prueba t de Student no apareada para una muestra de n ≥ 5, o el uso de la prueba U
no paramétrica de Mann-Whitney para una muestra de n = 3. Todos los resultados se expresan
como la media ± SEM.
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Conclusiones generales

La tesis de este trabajo se ha centrado en tres aspectos generales, nunca antes considerados,
en la interacción anestésicos/membranas: 1) la difusión de los anestésicos locales y generales
depende de su propia naturaleza química la cual es regulada por la tasa de protonación efectiva
del medio, 2) la reversibilidad del efecto anestésico mediante el uso de presión, Ca+2 y cafeí-
na, tanto en sistemas celulares como de membranas de lípidos modelo, puede ser explicada a
través de un efecto exclusivo en lípidos de membrana. Y por último, 3) nuestros resultados de
anestesia en balsas de lípidos modelo y biológicas, proponen que tales dominios generan un
‘umbral de desorden’ distinto según su composición lipídica, brindando una explicación mole-
cular coherente del efecto diferencial de los anestésicos. Todo esto propone que el mecanismo
de acción anestésica ocurre a través de interacciones ‘semiespecíficas’ con los dominios de lí-
pidos de la membrana neuronal, en donde tales dominios modulan a su vez la función de una
gran variedad de receptores involucrados en la neurotransmisión.
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Perspectivas

En la práctica, los anestésicos suelen usarse en combinación según su finalidad clínica.
Por lo tanto, es interesante explorar la difusión de estas combinaciones clínicas de anes-
tésicos en sistemas multilaminares, con el fin de estudiar su influencia mutua en la tasas
de protonación resultante en el medio. Así como también es importante comprobar la
relevancia de la tasa de protonación en la ‘regulación’ del efecto anestésico en sistemas
animales.

El fenómeno de cut-off de los n-alcoholes es modulado por la composición del sistema
lipídico. En consecuencia, este fenómeno puede ser extrapolado a membranas biológicas
para detectar diferencias en la composición de balsas lipídicas.

El pentobarbital mostró un efecto diferencial sobre la asociación el receptor NMDA con
las balsas de lípidos. Esta semiespecificidad puede ser explorada con otros anestésicos ha-
ciendo hincapié en los respectivos receptores propuestos como sitios de acción específica
y su asociación a balsas de lípidos.
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