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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 Schrodinger



Resumen

ientos de sustancias poseen accion anestésica. Sin embargo, a pesar de décadas de inves-
C tigacion, no existe una teoria integral capaz de conciliar todos los aspectos detrds de la
anestesia general. Dos teorias generales han luchado por explicarla: una profesa que la droga
actda sobre ‘lipidos’, la otra en ‘proteinas’ 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 comprensién integrada de dicho fendmeno. En la primera parte se realizé un
estudio comparativo de la difusién de anestésicos locales y generales, en la que proponemos la
participacién de un nuevo parametro detras de su mecanismo difusivo: la tasa de protonacién.
Posteriormente, se exploraron dos tépicos relacionados con la reversibilidad de la anestesia tan-
to en membranas de lipidos como a nivel celular; la influencia estructural de los gases nobles
en membranas de lipidos y su antagonismo con presién hidrostatica, asi como el efecto de la
tetracafna y su antagonismo con Ca*? y el agente excitatorio cafefna. Los resultados obtenidos
de estos estudios destacan, incluso a nivel celular, la importancia de los lipidos en el meca-
nismo de accién de los anestésicos. En la dltima década, ciertas proteinas relacionadas con la
neurotransmisién se han encontrado en dominios lipidicos de membrana, conocidos también
como balsas de lipidos, demostrando una fuerte dependencia con al estabilidad estructural de
las mismos. Atendiendo esto, nos enfocamos en un estudio de balsas de lipidos ‘modelo’ y de
‘membrana cerebral’. En el primero caso, se realizé un estudio del fenémeno de cut-off de los
n-alcoholes, con el fin de indagar en la causalidad de dicho fendmeno a través de una dependen-
cia con las especies lipidicas de balsas. Y finalmente, se llevd a cabo un estudio en membranas
plasmaticas y balsas de lipidos cerebrales “in vivo” bajo los efectos producidos por el anesté-
sico general ‘pentobarbital’. Estos resultados muestran, por primera vez, una reduccién muy
significativa en la asociacion con balsas de lipidos de los receptores NMDA y GABA,, los cuales
son considerados los sitios principales de accién para este farmaco. Los resultados obtenidos,
tanto en membranas modelo como biolégicas, brindan conocimiento y soporte importante en
la bisqueda del mecanismo de anestesia general, a partir de una visién integral en donde los
anestésicos realizan su accién alterando las interacciones ‘lipido-proteina’.
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Abstract

undreds of substances possess anesthetic action. However, despite decades of research and
H 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*? 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 GABA, 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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2 1.1. El enigma de la anestesia

1.1. El enigma de la anestesia

Durante més de un siglo, la anestesia general ha sido uno de los problemas inconclusos de la
neurofarmacologia [1]. Desde su descubrimiento, a inicios del siglo XIX, cientos de substancias
de distinta naturaleza quimica se han probado como poseedoras de actividad anestésica. Estas
moléculas difieren tremendamente en sus propiedades quimicas, fisicas y farmacoldgicas, de
tal manera que hoy en dia encontramos dos grandes familias de anestésicos catalogados por
sus efectos clinicos; locales y generales (inhalatorios e intravenosos) [2]. La figura 1.1 ilustra
una pequefia lista de anestésicos que son utilizados hoy en dia en la practica clinica.
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Figura 1.1: Diversidad de especies quimicas de anestésicos. Algunos anestésicos ampliamente utilizados
en la prdctica clinica [2], a excepcion del dietiléter, que se muestra por razones histéricas.

En la busqueda 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 accién son inespecificas, especificas o ambas? A lo largo del tiempo se han propues-
to distintos mecanismos cuyos sitios de accién han sido direccionados tanto a lipidos como a
proteinas. Algunos autores apoyan diferentes teorias: los anestésicos actian dentro del interior
hidrofébico de la bicapa lipidica [3]; en la interface entre los lipidos y la fase acuosa [4]; una
accion directa del anestésico en la interfase proteina/agua [5]; entre a-hélices hidrofébicas de
alguna proteina crucial [6] o en la interfase lipido/proteina [7].
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Independiente de la teoria de lipidos o proteinas, se ha demostrado indiscutiblemente que,
cualquiera que fuese el sitio de accién, éste es hidrofébico. Tal suposicién 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 lipidica
de las células. Y que ademas, el efecto anestésico es independiente de la naturaleza quimica de
éste. Estas contribuciones logran resumirse de la siguiente manera: el coeficiente de particion,
B definido como la razén de concentraciones de la droga entre aceite (0 membranas de lipidos)
y agua, es inversamente proporcional a la dosis critica del anestésico (EDs, 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 pardmetros fisico-quimicos y estructurales ha sido
tan util para predecir la potencia anestésica en la farmacologia.
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-2 T T T T T 0 T . T . T v T T T T T
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 12 -10 8 -6 -4 -2
In(EDxz( [atm])
50 In(ED5q [M])

Figura 1.2: Correlacion de la regla de Meyer-Overton. A) El coeficiente de particion estd inversamente
relacionado con la dosis efectiva de anestésico [EDs |. Datos adaptados de Overton (1901) para anestésicos
voldtiles en humano. B) Concentracion dependiente del punto de fusién de membranas DPPC contra la dosis
de anestesia critica, EDs. 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 inespecificos sobre
las propiedades fisicas de los lipidos de membrana en lugar de sitios de unién especificos en las
proteinas. En apoyo de esta hipdtesis, varios estudios tanto en membranas modelo [11] como
biolégicas [12] han demostrado que todos los anestésicos alteran el orden estructural de las
membranas de lipidos, y esto a su vez modifica sus propiedades mecanicas [13], eléctricas [14]
y termodindmicas; tales como la reduccién de la temperatura de transicion de fase (T,,) de los
lipidos, conocido también como fendmeno de ‘depresion del punto de fusién’ (DPF) [15, 10]. Sin
embargo, algunos otros reportes argumentan en contra de esta teoria de lipidos, por ejemplo: el
fenémeno 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 estereoespecifico del isoflurano en canales de K [17] y la sensibilidad
de isoflurano, hexanol, octanol, etanol y enflurano a mutaciones especificas sobre receptores
de N-metil-D-aspartato (NMDA) [16] y del acido y-aminobutirico (GABA) [18]. Del mismo
modo, algunos resultados de electrofisiologia han propuesto sitios de unién especificos sobre
los receptores GABA, y nACh para isoflurano, propofol, halotano y cloroformo [19, 20].

Ya que el modelo de Hodgkin & Huxley para la propagacién del impulso nervioso se consi-
derdé completamente valido y absoluto desde sus inicios, a través de los afios la gran mayoria
de los procesos neuronales han sido descritos a partir de proteinas de membrana, por ejem-
plo; blancos de accion de farmacos, entre ellos los anestésicos. Este mecanismo se justifica con
interacciones electrostdticas tipo ‘llave-cerradura’ a través del agonismo o antagonismo en re-
ceptores involucrados con la inhibicién o excitacién neuronal, respectivamente [21]. A pesar
de la innumerable cantidad de trabajos dedicados a la busqueda de blancos moleculares es-
pecificos en proteinas, la vasta cantidad y variedad de anestésicos no ajusta con el nimero de
receptores implicados en la neurotransmisién, en donde los sitios de accién propuestos como
“especificos”, dejarian de serlo.

Recientemente, el modelo proteico vigente para la propagacion del impulso nervioso (Hodg-
kin & Huxley), ha sido desafiado por un modelo fisico propuesto por Heimburg & Jackson [22],
capaz de explicar los fenémenos mecdnicos, térmicos y eléctricos encontrados durante el im-
pulso nervioso; conocido como el ‘modelo del solitén’. Este modelo sugiere que el potencial de
accion no es solo un fenémeno puramente eléctrico ofrecido por la hipétesis iénica, sino que
es capaz de explicar los fenémenos mecdnicos, térmicos y eléctricos que proporciona una des-
cripcion mas completa del potencial de accién [23]. Recientemente, a partir de los resultados
de Meyer-Overton, Heimburg & Jackson han propuesto una teoria termodindmica que describe
la anestesia general basada en propiedades lipidicas [24]. Esta teoria termodindmica, ademas
de ser relativamente sencilla, posee una coherencia basada totalmente en leyes fundamentales
y a su vez compatible con el ‘modelo del solitéon’ [25]. La teoria afirma que el efecto de un
anestésico estd relacionado con la habilidad para reducir la temperatura de transiciéon de fase
de membranas de lipidos y el orden estructural de dichas membranas, tomando en cuenta que
tal efecto es independiente de la naturaleza quimica del anestésico.

Por otra parte, el modelo innovador de Heimburg & Jackson proporciona una explicacién
inmediata e intuitiva para los fendmenos de reversion de la anestesia, tales como el aumento
de la presidn hidrostdtica (~24 bares), la reduccién de la temperatura corporal (~0.6 K), el
aumento de la concentracién de Ca*? extracelular y la disminucién de pH [24]. En el campo
clinico 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 acumulacién 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
transicidn, restaurando a su vez la diferencia de energia libre a su valor original [25].
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Aunque todos estos factores de reversion estan bien documentados, no han logrado unifi-
carse a través del concepto de sitios de accidn especifica en el modelo de proteinas. De forma
similar, el modelo de lipidos requiere explicar los fendmenos de cut-off, estereoespecificidad y
sensibilidad ante la mutagénesis de proteinas. Por lo tanto, es urgente consolidar un mecanis-
mo de accion basado en la interaccion ‘lipido-proteina’ capaz de unificar la gran variedad de
fenémenos moleculares y fisioldgicos relacionados con la anestesia. Asi mismo, vale la pena
explorar la relevancia de interacciones “semiespecificas” en donde los anestésicos actien de
forma diferencial sobre los dominios lipidicos de membrana que modulan la funcién proteica.

1.2. Sobre los capitulos

Difusion de anestésicos. El mecanismo de accion de la amplia variedad de anestésicos ha
sido repartida en una pequefia cantidad de receptores proteicos. De tal manera que si busca-
mos los sitios especificos propuestos para cada uno de los anestésicos, notamos que no existe
ninguna correlacién entre sus especies quimicas y los receptores propuestos para su accion. Sin
embargo, uno puede encontrar una correlacién general entre las especies quimicas 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 capitulo 2, realizamos un estudio fisico-quimico de la difusiéon
de una variedad de anestésicos locales y generales a través de liposomas multilaminares. Con
estos resultados proponemos la participacidn de un nuevo elemento en la cinética de difusion
interlaminar de los anestésicos: la tasa de protonacion, la cual a su vez sugiere que la ‘difusién’
ilustra la esencia inherente detrds del anestésico local o general, lo que podria conducir a la
comprensién de un mecanismo de la anestesia mas completo.

Reversibilidad de la anestesia. Como hemos comentado anteriormente, la teoria de pro-
teinas ha proporcionado cierto grado de especificidad en su mecanismo de accién. No obstante,
se encuentra muy lejos de explicar los factores de reversion de la anestesia; incremento tanto en
la presién hipostatica como en la concentracién de Ca*2, y disminucién tanto de la temperatura
corporal como del pH. En el capitulo 3 exploramos el efecto producido por los gases nobles en
membranas de lipidos y el fenémeno de reversibilidad con presién. Y por otro lado, en el capitu-
lo 4, estudiamos de forma andloga la influencia de la tetracaina en membranas puras de lipidos
y en la motilidad de espermatozoides, asi como los efectos antagénicos producidos por Ca™?
y cafeina. Estos sistemas, nunca antes estudiados con tal finalidad, destacan evidentemente la
importancia de los lipidos en el mecanismo de accién de los anestésicos.

Interaccion de anestésicos con balsas de lipidos. Se menciond anteriormente que la teoria
de lipidos falla al explicar algunos fenémenos 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 lipidos”, con la
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que una gran cantidad de mecanismos biol6gicos nunca antes comprendidos han logrado desa-
rrollar una explicacién a través de la interaccion lipido-proteina. Incluso la falta de formalismo
en algunos otros mecanismos, propuestos inicialmente sin la participacion de los lipidos, han
sido replanteados bajo este concepto. Por lo tanto, en el capitulo 5, retomamos el fenémeno de
cut-off de los n-alcoholes para ser estudiado en balsas de lipidos modelo, cuya composicion y
proporcién de lipidos ha sido simulada a partir de la membrana sindptica. Se realizé ademads
un comparativo entre el efecto de los n-alcoholes en membranas de una o varias especies de
lipidos, 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 fendmeno de DPF en membrana
plasmadtica como el de balsas de lipidos cerebrales y la asociacién de ciertos receptores protei-
cos con tales balsas de lipidos, en el capitulo 6, se muestran resultados biofisicos y bioquimicos
del estudio realizado en membranas cerebrales in vivo, y el efecto inducido por el anestésico
general pentobarbital. Aqui demostramos que éste anestésico es capaz de reducir, de forma
semiespecifica, la asociacion de los receptores NMDA y GABA, con las balsas de lipidos.
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1.3. Hipotesis y objetivos

Hipotesis
La accion de los anestésicos ocurre a través de interacciones semiespecificas con los lipidos
de membrana que modulan la funcién proteica en la neurotransmision.

Objetivo general

Investigar la interaccidn semiespecifica de los anestésicos con membranas de lipidos modelo
y membranas cerebrales.

Objetivos Particulares
» Estudiar la difusion de los anestésicos locales y generales a través de membranas de lipi-
dos multilaminares.

= Explorar el efecto de los gases nobles en membranas puras de lipidos y su reversibilidad
mediante presién hidrostética.

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

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

= Explorar los efectos de la anestesia in vivo en membranas plasmadticas y balsas de lipidos
cerebrales.




Hipétesis y objetivos
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2.1. Resumen

Cientos de sustancias poseen accion anestésica. Sin embargo, {qué hace a un anesté-
sico ser local o general? ¢Sus sitios de accion especifica en proteinas, la solubilidad
en lipidos, difusividad, potencia, tiempo de accion? En este capitulo proponemos la
participacién de un nuevo jugador igual o incluso mds importante para descifrar el
enigma: la tasa de protonacion. En efecto, dicha tasa modula la velocidad de difu-
sion de anestésicos a través de membranas lipidicas; las tasas de protonacion bajas
mejoran la difusion de los anestésicos locales, mientras que las altas la reducen. Mos-
tramos ademds que existe una dependencia de pH y del estado termodindmico (fase)
de la membrana en la difusién anestésico local a través de multiples bicapas de lipi-
dos. En base a estos hallazgos, hemos incorporado un nuevo indicio que nos permitird
progresar en la comprension del fendmeno de la anestesia.

2.2. Anestésicos: un poco de fisico-quimica.

Los alcanos [26], alcoholes [18], benzodiacepinas [27], barbituricos [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 toxicolégicos, aunque solo algunos pocos han prevalecido en la practica
clinica [2].

Una de las preocupaciones mds relevantes en la farmacocinética es saber cémo las drogas se
difunden en los tejidos, que para los anestésicos tanto locales como generales depende de la so-
lubilidad en lipidos, i.e., del coeficiente de particién. Ademads, 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 transicion del punto de
fusiéon de las membranas lipidicas, el cual también ha sido correlacionado con el coeficiente
de particién. Los anestésicos locales son bases débiles con tres componentes concomitantes:
(a) un anillo aromatico lipdfilo, (b) un éster o amida de cadena intermedia y (¢) una terminal
amino. Los dos primeros determinan los aspectos lipéfilos de la molécula, en el que una ma-
yor solubilidad en lipidos mejora la difusion a través de las vainas de mielina del nervio hacia
la membrana neuronal. Esta propiedad difusiva se correlaciona con la potencia del farmaco.
En solucién acuosa, la terminal amino actia 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 lipidos, o en una forma cuaternaria (protonada) que estd cargada positivamente y
por lo tanto solubles en agua. Se asume que la forma protonada esta relacionada con la in-
teraccion proteina-anestésico [29]. De hecho, puesto que las especies no-protonadas presentan
una difusion mas rdpida en los tejidos, la alcalinizacién de soluciones anestésicas locales ha
demostrado la reduccién del dolor de la infiltracién de dicha solucién, a expensas de reducir
el tiempo de aparicién y duracién de la anestesia [38]. Cada una de las especies, protonadas
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o no-protonadas, juegan un papel crucial en la sucesién de acontecimientos que conducen al
bloqueo del impulso nevioso. Sin embargo, no hay evidencias fisicas y quimicas que apoyen
el marco aceptado de la difusiéon de anestésico local a través de las membranas lipidicas, y
mas aun, como dicha difusiéon puede ser modulada por la tasa de cambio entre las especies
protonadas y no-protonadas.

En este capitulo abordamos algunos aspectos difusivos importantes de los anestésicos lo-
cales a través de un estudio temporal de los cambios en la transicién de fase de membranas
lipidicas puras. Este analisis fue comparado con anestésicos generales; tanto intravenosos como
inhalatorios. Nuestros resultados muestran que, en condiciones clinicas, la difusion de los anes-
tésicos locales es mds lenta que con anestésicos generales. Ademds, nuestros datos muestran la
primer evidencia de la dependencia del estado termodindmico (fase) de la membrana con la
difusién del farmaco. Un andlisis exhaustivo indica una dependencia del pH de la difusién del
anestésico local, revelando un comportamiento interesante precisamente en el rango de pH de
aplicacion clinica. Centrandose en este pH, un andlisis adicional sugiere que el uso (o no) de
distintos dcidos carboxilicos en solucién, y sus diferencias en la naturaleza quimica, inducen
cambios significativos en la cinética de difusiéon de anestésicos locales a través de multiples
bicapas. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, la importancia de la ‘tasa de proto-
nacién’ en la cinética de difusién interlaminar de los anestésicos locales, que en comparacion
con los anestésicos generales, nos permite ilustrar la esencia inherente de la funciéon de ambos
tipos de anestesia.

2.3. Fenomenos difusivos en sistemas multilaminares

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

2.3.1. Transiciones de fase: ‘doble’ y ‘4nica’

La difusion de los anestésicos es una propiedad excepcional que determina, en gran parte, su
respectivo use clinico [2]. La técnica de ‘calorimetria diferencial de barrido’ (DSC, por sus siglas
em inglés) ha sido utilizada previamente para modelar la cinética de permeacién de drogas a
través de membranes de lipidos [40]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren un nuevo
método para seguir el proceso de difusidn, basado en la medicién de la entalpia calorimétrica.
Para evaluar los aspectos fisico-quimicas de la difusividad anestésica, investigamos el proceso
de difusion de tres anestésicos locales, procaina (PCN), lidocaina (LCN) y tetracaina (TCC), a
través de vesiculas tanto multilaminares (MILVs) como unilamelares (LUVs) (ver Fig. 2.1). Los
experimentos se realizaron en ‘condiciones clinicas’, 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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MILVs son igualmente afectados por el anestésico local respectivo, como se observa claramente
a través de la depresion de la temperatura de transiciéon de la membrana.

Sin embargo, mientras en los experimentos con anestésicos locales en MIVs muestran una
transicion de fase ‘doble’ (ver Fig. 2.1a, b, ¢), en LUVs se observa una transicién de fase “inica’
(ver Fig. 2.1d, e, f). La transicion 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
auan no han sido afectadas (pico derecho). Independientemente del nimero de bicapas de li-
pidos contenidos en los liposomas multilaminares, siempre se observan dos estados distintos.
Es importante remarcar que el cambio de transicién de fusién (AT,,) inducida por TCC es de-
pendiente de la concentracion, lo que deberia implicar transiciones intermedias debido a la
penetracién 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 concentracién maxima de TCC (estado saturado), que no puede ser superada por la con-
centracion de TCC en el medio acuoso. Por lo tanto, tal concentracion saturada de TCC en las
membranas depende estrictamente de la concentracién de TCC del medio acuoso. Esto resulta
en un pequefio pico que se desplaza con respecto al pico original (control), i.e., pico izquierdo.
Seguido de eso, el fairmaco contenido dentro de tales membranas externas se difunde hacia
adentro, agotando momentaneamente su concentracion pero siendo rdpidamente compensada
por TCC del medio acuoso (en otras palabras, las membranas externas se mantienen en equi-
librio). Debido a la polidispersidad del sistema de MILVs, las bicapas internas subsecuentes no
contienen la misma concentracién de TCC en el momento de la medicién, y por lo tanto, estas
contribuciones de entalpia no son suficientes para generar un continuo en el perfil calorimétri-
co. Una vez que las bicapas internas consiguen gradualmente el estado saturado, su entalpia
es sumada al pico izquierdo, lo que explica como éste se incrementa a través de los multiples
barridos del DSC. Esto podria ser la razén de tener inicamente dos picos estrechos y no una
sefial ancha o continua.

Los experimentos en donde el anestésico local es afiadido durante el proceso de hidratacion
de lipidos en la preparacion 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 transicion de fa-
se ‘doble’ corresponde a una etapa intermedia de la cinética de difusion del farmaco a través de
membranas de lipidos. Se realizaron experimentos control adicionales que demuestran un efec-
to nulo en las membranas de DPPC ante concentraciones clinicas de Phe. Sin embargo, el efecto
de Phe ha sido explorado tinicamente en los experimentos realizados bajo ‘condiciones clinicas’.
Es importante mencionar que las concentraciones de anestésico utilizadas clinicamente estan
dentro del régimen de saturacién de AT,, (datos no mostrados), de modo que sus efectos son
comparables. Por lo tanto, e independientemente de una transicion de fase ‘doble’ o ‘Unica’, el
orden de AT, 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
clinicas’, la escala de tiempo para la difusion de anestésicos locales es relativamente lenta para
llevar a cabo un anélisis mdas profundo en su cinética de difusion.
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Figura 2.1: Perfiles calorimétricos de MLVs y LUVs bajo la influencia de los anestésicos locales. Los
anestésicos locales fueron afiadidos a la suspensién de MLVs y LUVs en su respectiva concentracion clinica.
Después de 10 min, se realizo una secuencia completa de barridos sucesivos en modo calentamiento. (a) Pro-
caina (73 mM), (b) lidocaina (69 mM) y (c) tetracaina (25 mM). De este andlisis se muestran los barridos
1 (s-1,00), 5 (s-5,/\) y 10 (s-10,%7). El tiempo entre barridos fue de aproximadamente 36 min. El mismo
proceso se muestra para (d) procaina, (e) lidocaina y (f) tetracaina en una suspension LUVs. Puesto que
los barridos posteriores de LUVs no mostraron diferencias, solo se presenta el primer barrido (s-1,0). Co-
munmente se observaron diferencias intrinsecas entre MLVs y LUVs en los perfiles calorimétricos control, sin
embargo, se sospecha que las ‘condiciones clinicas’ fueron la razon de la deformacién peculiar en la transicion
principal de la LUV, Los experimentos control (c,o) muestran, tanto en MLVs como LUVs, la temperatura de
transicién principal en 42.0°C £+ 0.01°C. Las soluciones fueron ajustadas a pH 5 (HCl/NaOH). Las barras
de error muestran la desviacion estdndar.
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Figura 2.2: Comparacion entre LUVs y MLVs bajo diferentes procesos de adicion de TCC. En el caso
LUVs, la TCC fue afiadida una vez que las vesiculas se formaron bajo el protocolo estdndar (00). Mientras
que para los MLVs, la TCC se megclé previamente con la solucion de lipidos en cloroformo/metanol (2:1,
v/v), y después de la evaporacion de los solventes se procedié a la hidratacién y formacion de MLVs; dando
lugar a liposomas que contienen TCC en todas sus capas (o). Es evidente que ambos casos presentan una
transicion de fase ‘Unica’. En ambos casos las vesiculas fueron preparadas en ‘condiciones clinicas’y la TCC
fue empleada a 25 mM. Cada experimento se llevé a cabo dos veces debido a la alta reproducibilidad. Las
barras de error representan la desviacion estdndar.

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 (Oxido
nitroso, N,O y Xendn, Xe) e intravenosos (pentobarbital, PB y propofol, PPF). Los experimen-
tos se realizaron en agua ultrapura con la excepcién del PB, el cual se us6 mediante solucion
inyectable. Los resultados con inhalatorios (ver Fig. 2.3a, c¢) e intravenosos (ver Fig. 2.3b, d),
ilustran una transicidon de fase “inica’ tanto en MILVs como LUVs. Para los anestésicos intrave-
nosos, el AT,, fue mayor para PPF que con PB. Por otro lado, con inhalatorios, el AT, fue
mayor para Xe que con N,O, ambos aplicados en las mismas condiciones (40 atm). La hidrofo-
bicidad innata de los anestésicos inhalatorios prohibe su solubilidad en el medio acuoso de la
suspension 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 recurrié a un ‘sistema de alta
presién’ (SAP), el cual se describe en capitulos posteriores. El uso de altas presiones es nece-
sario para alcanzar el régimen de saturacion del AT,, inducido por Xe [42] y N,O (datos no
mostrados). Cabe destacar que las altas presiones no son empleadas clinicamente, 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 transicion de fase ‘4nica’ observada en MLVs nos permite inferir que los
anestésicos generales presentan una difusién mucho mas répida. Los argumentos moleculares
detrds de los resultados anteriores serdn 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 difusion
y codmo ésta se ve modificada por distintos estados termodindmicos (fases) de la membrana.

o o b

Oxido Nitroso

Propofol Pentobarbital

b

Cp (kJ/mol-K)
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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 presién (HPS) a 40
atm, 70°C, durante 2 horas. Después de este proceso de presurizacion, se realizé una medicion de DSC en
modo calentamiento. Los anestésicos inhalatorios, Xe (1) y N, O (/) en los sistemas MLV (a) y LUV (c¢). Los
anestésicos intravenosos fueron anadidos a la suspension de MLVs y LUVs a sus respectivas concentraciones,
56 mM (PPF) y 25 mM (PB). Después de 10 min se inicid el barrido en modo calentamiento. Los anestésicos
intravenosos, PB (O) y PPF (57) en los sistemas MLV (b) y LUV (d). Los experimentos control (o) muestran
la temperatura de transicién principal en 41.8°C + 0.01°C. La solucién fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH).
Las barras de error representan la desviacion estdndar.

2.3.2. Cinética de difusidon y su dependencia de fase

Para evaluar el tiempo de difusién de los anestésicos locales a través de multiples bicapas, se
eligié la TCC debido a que presenta el AT,, mds grande en concentraciones clinicas (25 mM). Se
obtuvo un conjunto de 65 barridos de DSC sucesivos (modo calentamiento) de una suspension
de MILVs para analizar la cinética de difusiéon de la TCC. Se comparé la cinética de difusion
completa entre ‘condiciones clinicas’ y el caso de ‘condiciones libres’ (libre de NaCl y Phe) (ver
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Fig. 2.4a). De la transicién de fase ‘doble’, el pico izquierdo (H;) corresponde a las membranas
afectadas por TCCy el pico de la derecha (H,) a las membranas que auin no han sido alcanzadas
por la TCC. Es claro que la TCC induce considerablemente un mayor desorden de membrana
en ‘condiciones clinicas’ que en ‘condiciones libres’. Sin embargo, independientemente del AT,
inducido por TCC, ambos perfiles cinéticos evidencian que mientras H; aumenta, H, disminuye.
Después de un tiempo muy largo, la distribucién homogénea de TCC a lo largo de las multiples
bicapas conduce a la desaparicion del pico H,. Dicho estado final es equivalente tanto al caso
LUV-TCC (ver Fig. 2.1c) como al caso donde la TCC es afiadida a los MLVs desde el proceso
de hidratacién (ver Fig. 2.2). Se calcul6 la entalpia calorimétrica (AH), area bajo la curva,
para cada barrido de DSC. El AH total es separado en dos secciones a partir el punto medio
entre las dos transiciones, donde el drea del pico izquierdo corresponde a H; y el drea del pico
derecho a H, (ver Fig. 2.4b). Posteriormente, las entalpias calorimétricas individuales fueron
monitoreadas con el tiempo. El AH total (AH,,,,) siempre se conservé: AH,,,,, = AH;+AHj;
donde AH,,,, es aproximadamente 36.7 y 34.2 kJ/mol para las condiciones ‘clinicas’ y ‘libres’,
respectivamente. Heuristicamente, en el caso del pico H;, el modelo de difusién que mejor se
adapto a nuestros resultados experimentales fue:

AH;(t) = AH g (1—e 0™ @2.1)

donde k es un pardmetro relacionado con la rapidez de penetracién de la droga a través de bi-
capas (por simplicidad, lo llamamos ‘coeficiente de difusién’). Por otro lado, de la conservacion
de AH,,,, es facil observar que:

_ 1/4
AHy(t) = AHpqy (707 (2.2)

A partir de las ecuaciones (2.1) y (2.2), los valores mejor ajustados para k, en condiciones
‘clinicas’ y ‘libres’, fueron 2.35 y 0.45 s~ respectivamente (ver Fig. 2.4b). Por tanto, estos re-
sultados sugieren que las ‘condiciones clinicas’ inducen una difusién mds rédpida. Hasta donde
sabemos, no existen reportes previos con respecto a la permeabilidad y difusién de un farmaco
en las diferentes fases de la membrana. Asi que, para explorar la dependencia de fase de la
membrana en la difusién de TCC, se realizd, en ‘condiciones libres’, una cinética de difusién si-
milar en fase gel (25°C), en el punto de transicion de fase (41.8°C) y en fase fluida (55°C) (ver
Fig. 2.4c). Nuestros resultados en MIVs indican que la incubacién de TCC en la temperatura
de transicién de fase muestra una difusién mas rdpida (k = 9.5 s7H que en la fase de fluida
(k=1.7s1), que a su vez es mas rapido que en fase de gel (x =0.28 s71). Estos resultados
pueden explicarse si recurrimos a un hecho muy conocido: las fluctuaciones de entalpia en las
membranas son maximizadas en el régimen de la transicion de fase, lo que resulta en un ma-
xima de capacidad calorifica pronunciado. Por otra parte, también se conoce que el volumen
y el drea de la membrana son sometidos a cambios significativos en dicho régimen de fusidn,
relacionados principalmente con isomerizaciones trans-gauche de las cadenas de lipidos. De
las relaciones de proporcionalidad entre el volumen/érea y entalpia en el régimen de fusidn, la
dependencia de la temperatura de las compresibilidades isotérmicas de volumen y de drea son
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calculadas como una funcién simple del cambio de capacidad calorifica en la transicion [45].
Incluso ambas cantidades se han encontrado experimentalmente con maximos pronunciados
en el régimen de fusion [46, 47]. Por lo tanto, nuestros resultados se correlacionan bien con la
declaracién anterior, donde tanto la compresibilidad isotérmica como la difusividad son maxi-
mas en la transicién de fase (T,,), y consecutivamente, valores mas altos en fase fluida que en
gel. A continuacion se muestra un estudio del AT,, como funciédn del pH, exhibiendo efectos
interesantes justo en el rango de pH de las ‘condiciones clinicas’.
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Figura 2.4: Caracterizacion, modelo difusivo y dependencia de fase de la cinética de difusion. (a)
Secuencia de 65 perfiles calorimétricos de la cinética de difusion de TCC en condiciones ‘clinicas’ (curvas
inferiores) y ‘libres’ (curvas superiores). La transicion de fase ‘doble’ es dividida en dos secciones (H; y H,)
del punto medio entre ambas transiciones. El tiempo entre los barridos fue de aproximadamente 36 min. (b)
Entalpias de H, y H, como funcidn del tiempo para las condiciones ‘clinicas’ (A) y ‘libres’ (o). Se indican
los modelos respectivos de mejor ajuste de donde se obtuvo el coeficiente de difusion, k, de las condiciones
Clinica’ (2.35s71) y ‘libres’ (0.45 s™1). Los valores de la entalpia calorimétrica total (AH,,,,) fueron 36.7
y 34.2 kJ /mol para las condiciones ‘clinicas’ (linea discontinua) y libres’ (linea punteada), respectivamente.
Las barras de error muestran la desviacion estdndar. (¢) Entalpias de H; y H, como funcion del tiempo para
los experimentos realizados en fase de gel (25°C; o), fase fluida (41.8°C; /) y la temperatura de transicion
de fase (55°C; ), en condiciones ‘libres’. Los valores de k para la temperatura de transicion de fase (9.5
s™1), fase fluida (1.7 s™1) y fase de gel (0.28 s™) fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de
difusion. Se llevaron a cabo tinicamente cuatro etapas representativas de la cinética completa para describir
la dependencia de fase de la membrana. La TCC fue afiadida 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
solucion fue ajustada aproximadamente a pH 5 (HCl/NaOH).
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2.3.3. Dependencia de pH: desorden y difusion.

Dependiendo del pH, diferentes estructuras moleculares de los anestésicos locales pueden
ser favorecidas [29]. La TCC tiene dos sitios de protonacién y por lo tanto dos valores de pK,
(pK,1 = 3.4y pK,5 = 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 cémo las dife-
rentes especies de TCC afectan al AT,,, se desarrollaron ensayos calorimétricos para MIVs en
un amplio rango de pH, de 2 a 11. Para el control del pH, se utilizaron diferentes soluciones
amortiguadoras en funcién del valor de pH deseado. La figura 2.5b muestra los perfiles de ca-
lorimetria con/sin TCC como funcién del pH. Los experimentos control sin TCC ilustran que
tales amortiguadores no afectan la transicién principal de las membranas de DPPC. Las especies
protonadas de DPPC se vuelven predominantes por debajo de pH 1.8 (pK,) (dato obtenido de
ChemAxon). La repulsién electrostética de los grupos fosfato negativos es atenuada después de
la protonacion de la cabeza de lipidos, lo que implica una rigidizacién de la membrana donde se
incrementa su T,,. Nuestro resultado a pH 2, T,, = 43.5°C, esta de acuerdo con observaciones
preliminares del DPPC [48]. Por otra parte, la pequeiia disminucion de la T,, observada en los
experimentos control a pH 11, podria atribuirse a un aumento del potencial electrostatico nega-
tivo en los grupos fosfato debido a la baja concentracién de protones. Tal tendencia del AT,, <0
en los experimentos control alcalinos (pH > 10) de DPPC, ha sido obtenida previamente [49].
También se ha reportado la hidrdlisis dcida y alcalina del DPPC, sin embargo, ésta no es signifi-
cativa sino hasta después de 1 dia de incubation en condiciones extremas de pH [50]. El AT,,
disminuye gradualmente hasta pH 10-11 (véase Fig. 2.5c inferior). La especie mas hidréfoba
de TCC (ver Fig. 2.5a, 1) es basicamente la mas predominante por encima de pH 10 (véase Fig.
2.5c superior). Ademas, su baja solubilidad en agua induce la formacion de cristales de TCC en
solucidén, disminuyendo la concentracion efectiva de TCC disponible para la interaccion con la
membrana. Por tanto, estos resultados evidencian que cuanto mads sea el caracter hidréfobo de
TCC, mayor serd el AT,,. Sin embargo, de la figura 2.5b, se observa un pico control pequefio
(transicién 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 aplicacion clinica. En segundo lugar, es
evidente que el uso de soluciones amortiguadoras en los distintos experimentos de pH tiende
a acelerar significativamente el proceso de difusién de la TCC con respecto a tanto condicio-
nes ‘clinicas’ como ‘libres’ (ver Fig. 2.5a, primer barrido). En consecuencia, sospechamos que la
participacién de un tercer agente en el sistema H,O-TCC es responsable de tales modificaciones
en la difusién de la TCC. En el siguiente apartado se abordan los detalles moleculares detrds
de este fenémeno, proponiendo un nuevo participante en la difusiéon de anestésicos; la tasa de
protonacion.
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Figura 2.5: Dependencia de pH del AT,,. (a) Tres especies de TCC: no-protonada (1), una vez protonada
(2) y doblemente protonada (3). (b) Perfiles calorimétricos de experimentos control (linea continua) y TCC
(linea punteada) como funcion del pH. Las muestras de MLVs fueron preparadas en diferentes soluciones
amortiguadoras en funcion de su rango de pH efectivo. Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones
Tibres’. Es importante observar la aparicion de transicidnes de fase ‘dobles’ debido a la TCC justo en el
intervalo de pH de la aplicacion clinica (pH 4-6). (c) El panel superior muestra el porcentaje de la distribucion
de las especies de TCC como funcién del pH. Cuando el pH se encuentra por encima del pK,, la especie 1 es
mds favorecida. Entre los pK,; ¥ pK,, predomina mds la especie 2, mientras que la 3 lo hace por debajo del
DPK,1- El panel inferior muestra el AT, entre los experimentos control y TCC presentados en b como funcién

del pH.

2.3.4. Tasa de protonacion efectiva intermolecular (TPEI).

La transferencia de protones juega un papel esencial en muchos sistemas biolégicos [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 quimica de la molécula
blanco y su entorno [54, 55, 56]. Recientemente, se han reportado diferencias pequefias, pero
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significativas, en las tasas de transferencia de protones en lisosomas entre células de pulmén
normales (30 ps) y células de cancer de pulmon (25 ps) [57]. Para determinar como la cinética
difusiva de la TCC es modulada por la tasa de protonacién, se utilizaron cuatro acidos carbo-
xilicos débiles (AC) (4cido férmico, glicdlico, citrico y mélico). Los AC seleccionados contienen
diferentes ‘grupos radicales’ unidos al grupo carboxilico. Dado que los AC no son individual-
mente amortiguadores de pH, se ajusté 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 cli-
nicas’, lo que implica una concentracién 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 quimica 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 facil observar que el caso ‘H,O’ exhibe la
etapa mds temprana en el proceso cinético, que comprende solo dos reacciones de equilibrio
acopladas (H,O-TCC). A pH 5, el intercambio constante entre especies 2 (97.06%) y 3 (2.9%)
de TCC es mas favorecido que con la especie 1 (0.04%) (ver Fig. 2.5c superior). Por otro lado,
con la participacién de los AC, las etapas subsecuentes estdn dadas por los dcidos maélico, ci-
trico, férmico y 4cido glicdlico (véase la Fig. 2.6a, A, B, C, D, respectivamente), que muestran
en su primer barrido una etapa cada vez mas avanzada de la cinética difusiva. El caso de los
AC ahora corresponde a tres reacciones de equilibrio acopladas (H,O-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 difusién de
la TCC, se trazaron las entalpias calorimétricas (H; y H) en funcién del tiempo (ver Fig. 2.6b).
Solo 10 barridos de DSC (modo calentamiento) fueron suficientes para ilustrar que el mismo
modelo de difusién rige los comportamientos temporales de los AC. La dnica diferencia es la
rapidez (coeficiente de difusion, k) para alcanzar el estado final. Para cuantificar los valores de
k para los AC, los datos fueron ajustados utilizando nuestro modelo de difusién. La figura 2.6¢
muestra los valores k en funcién del AC respectivo. Este resultado revela que entre mayor sea
el valor de x, mas rdpida serd la difusion del farmaco, y por lo tanto se requiere menos tiempo
para alcanzar la etapa final (transicién de fase ‘inica’). De esta manera, nuestros resultados
con los anestésicos generales pueden conjeturar una xk muy grande, puesto que la etapa final
(transicién de fase “Gnica’) se alcanza casi instantdneamente. Se sabe que cuanto menor es
el valor de pK,, mas fuerte es el acido [58]. Los valores de pK, para los AC son 5.13 (acido
malico), 4.67 (4cido citrico), 4.27 (4cido férmico) y 3.53 (&cido glicélico) (datos obtenidos de
ChemAxon), y si el agua es considerada como un 4cido débil, su pK, seria 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 correlacion
entre los valores de pK, y k: entre mas débil sea el dcido, mds lenta serd la difusién de la TCC.
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Figura 2.6: Cinética de difusion 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 adicion de TCC (25
mM), se tomd 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 difusion; H,O (o), dcido mdlico
(A, D), dcido citrico (B, \), dcido férmico (C, <7) y dcido glicélico (D, *). (b) Entalpias de H, y H, como
funcidn del tiempo para H,0 y el respectivo AC. La linea discontinua superior representa el AH,,,, (~34.2
kJ/mol), que se mantiene constante a lo largo de todos los experimentos. (c¢) Los valores de K respectivos
fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de difusién como se ilustra en b. Es importante tener
en cuenta que la transicion de fase ‘Unica’ obtenida para los anestésicos generales podria obedecer al modelo
de difusién considerando un valor k muy alto.

Basado en la suposiciéon de que la TPEI es el resultado de una dependencia intermolecu-
lar de los participantes involucrados en el medio (H,O-TCC-AC), seria crucial el cambio en la
concentracion de cualquiera de estos tres participantes. La figura 2.8 presenta resultados adi-
cionales variando la concentracion de AC (A = 4cido malico) con el fin de destacar aun mas la
importancia del concepto ‘TPEI’. Se implementaron dos concentraciones distintas de AC en la
preparacién de MIVs, inferior (10 mM) y superior (0.1 M) a la usada anteriormente (10 mM).
Este resultado sugiere que concentraciones de dcido malico mas bajas o mas altas reducen o
aumentan la TPEI, lo que resulta en una difusién mas rapida o mas 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 solucion de hidratacion utilizada en la preparacion de MLVs, a pH 5, sin
TCC. Obsérvese que los AC no afectan la transicion de las membranas en las condiciones empleadas.
Ademds, la figura 2.9 muestra claramente que la difusién de TCC también esta regulada
por su propia concentracion (1:1, 1:6, 1:12 mol/mol DPPC/TCC), exhibiendo distintos AT,,.
Este andlisis sugiere que, efectivamente, la variacion de la proporcién de cualquiera de los tres
participantes involucrados resulta en una TPEI diferente, regulando asi la difusiéon del farmaco.

2.4. Aspectos moleculares de los fendmenos difusivos

Los argumentos moleculares detrds de los resultados anteriores se basan en la naturaleza
quimica de ambos anestésicos locales y generales. Como se menciond anteriormente, los anes-
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Figura 2.8: Cinética de difusion de TCC modulada por la concentracion de dcido mdlico. Los liposomas
MLVs fueron preparados en diferentes concentraciones de dcido mdlico (A), ajustados a pH 5 (HCl/NaOH).
Después de 10 min de la adicion de TCC (25 mM), se tomé 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 difusion; H,O (o), dcido mdlico en 10 mM (A), 10 mM (00) y 100 mM (7). (b) Entalpias
de H, y H, como funcion del tiempo para H,0O y la respectiva concentracion de dcido mdlico. La linea
discontinua superior representa el AH,,, (~34.2 kJ/mol), que se mantiene constante a lo largo de todos
los experimentos. (c¢) Los valores de k respectivos fueron obtenidos a partir del mejor ajuste al modelo de
difusion como se ilustra en b. Este resultado sugiere que las concentraciones inferiores o superiores de dcido
madlico reducen o aumentan considerablemente la TPEI lo que resulta a su vez en una difusion de TCC mds
rdpida o mds 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 hidrofébicos [59]; los inhalatorios no dependen del pH, mientras que los
intravenosos no tienen sitios de protonacion 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 hidrofébicas/atomos,
tales como anestésicos generales o regiones hidrofébicas 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 difusion de TCC modulada por su propia concentracion. Los liposomas MLVs
fueron preparados en condiciones Tibres’, ajustados a pH 5 (HCl/NaOH). Después de 10 min de la adicion
de TCC a su respectiva concentracion, se tomo 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, circulos) y 1:12 (~50 mM TCC, tridngulos), mientras que el DPPC se mantuvo a una
concentracion constante de ~4 mM. Estd claro que la difusion de TCC estd regulada incluso por su propia
concentracion y su grado de desorden inducido en la membrana (AT,,).

porciona una representacién esquematica de los potenciales de interaccién coulombiana y van
der Waals a través de una bicapa de DPPC. Las especies protonadas generalmente exhiben una
posicién bien definida en la regién de la cabeza de lipidos con una orientacién preferencial nor-
mal al plano de la bicapa, donde la amina ternaria cargada mantiene interacciones coulémbicas
mediadas por H,O con los grupos fosfato negativos de los lipidos [61, 62, 63]. Esta interaccion
electrostdtica atractiva compite contra el ruido térmico por mantener interacciones duraderas.
Algunos célculos del potencial de fuerza media sugieren que la energia potencial de interaccion
entre TCC y la cabeza polar de los lipidos de membrana, es aproximadamente tres veces mayor
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a la energia térmica (KzT) para la especie cargada, mientras que es menor para la neutra [63].
En contraste, esta forma neutra de los anestésicos locales muestra una penetracion mas rapida
en multiples bicapas, siendo libre de difundirse en las direcciones laterales asi como para saltar
de un lado a otro en la bicapa [62, 63]. Debido a la energia potencial negativa de van der Waals
en el nucleo acilo del 4cido graso, las especies neutras de anestésicos son atraidas y localizadas
en la parte superior de las colas de lipidos, perpendicular al plano de la bicapa. Por otro lado,
cuando esta especie neutra se adentra aun mas en el nucleo hidrofébico de la bicapa (colas de
lipidos) se asume una orientacién paralela a dicho plano [62, 63].
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Figura 2.10: Aspectos moleculares detrds 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 interaccion
negativa mientras que el grupo colina participa con una contribucién positiva debido a sus respectivos cargos.
Por otro lado, la hidrofobicidad de las cadenas ‘acilo’ contrasta un potencial de interaccion negativo de van
der Waals. (b) Tres diferentes reacciones acopladas participan en la transferencia dindmica de protones en
el medio. La contribucidn total de protones ([H' Jr,iq) de cada reaccién fue ajustada a pH 5 utilizando
NaOH ([H" Juq j). La TPEI puede ser considerada como una consecuencia de la dependencia mutua entre las
reacciones involucradas (H,O-TCC-AC), en las cuales estd implicada la tasa de protonacién de la TCC. El
grupo radical de los AC es la tinica variable libre en estas reacciones, lo que conduce a una manipulacion de
la TPEI, que por lo tanto, a su vez regula la difusion de la TCC.

A pesar de que las moléculas hidrofébicas requieren una distancia mds cercana para interac-
tuar y penetrar en las colas de lipidos, son capaces de escapar facilmente del pozo de potencial
(minimo de energia) debido al ruido térmico (ver Fig. 2.10a). Esto sugiere cémo la especie 1
de TCC o cualquier anestésico general es capaz de penetrar a través de las multiples bicapas lo
suficientemente rapido para producir una transicién de fase ‘inica’. 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 lipidos [65], y por lo tanto, retrasa suficientemente su difusion a través de
bicapas de lipidos para dar lugar a una transicién 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 acido férmico 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 acido férmico
parecen estar en acuerdo con nuestros resultados (Fig. 2.6a, H,O y C), es de esperar que los
otros tres AC se ajusten a esta correlacién. Si tenemos en cuenta que el medio posee siempre
la misma [H*] (pH 5), la unica variable libre reside en el ‘grupo radical’ de los AC. Es bien
sabido que la fuerza de 4cidos débiles es modificada por la electronegatividad de los d&tomos
que componen el ‘grupo radical’. Valores de pK, bajos para AC fuertes puede atribuirse a una
baja retencidn electrostatica de H en el grupo protonable, explicando la acidez adquirida del
medio. Esta retencién electrostdtica de H" puede resultar en una tasa de protonacién baja. La
suposicion anterior también podria explicar por qué la necesidad de disminuir el pH hasta el
valor pK, incrementando asi las especies protonadas, a pesar de la baja retencion electrostdtica
de H* de la molécula. En conjunto, podemos concluir que entre mds débil sea el AC, més alta
serd su ‘tasa de protonacion’.

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 concentracién efectiva de
protones [H*] del medio. Se espera que el TPEI sea funcién de las tasas de transferencia de
protones individuales de cada una de las tres reacciones de equilibrio acopladas. Asi, la depen-
dencia mutua entre la TPEI y la regulacién de las especies 2 y 3 de TCC, permite por lo tanto la
modulaciéon de la difusidn del farmaco. Es importante tener en cuenta que la interaccién elec-
trostdtica entre la amina terciaria positiva de la TCC, correspondiente al pK,, (8.4), y el grupo
fosfato del lipido negativo, produce una ligera disminucién de tales valores de pK, [68]. Asi-
mismo, el pK,; (3.4) podria ser desplazado hacia valores inferiores o superiores debido a una
interaccién electrostdtica similar. Puesto que los experimentos de AC se llevaron a cabo a pH
5, el intercambio mds relevante de especies de TCC ocurre entre 2y 3 (pK,;). La perturbaciéon
del pK,; debido a la interaccién 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
TPEIL, 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 difusién de los anestésicos locales a través de multiples membranas. Desde el
punto de vista fundamental nuestros resultados sugieren que la “difusividad” ilustra la esencia
inherente detrds del anestésico local o general, lo que podria conducir a la comprensién de un
mecanismo de la anestesia mas completo. Por otro lado, desde el punto de vista aplicado estos
hallazgos prometen una aplicacién potencial en la medicina, en particular en la anestesiologia,
proponiendo el disefio de nuevos farmacos asi como también la modulacién de la difusién por
medio de un ‘agente regulatorio’ en el vehiculo de aplicacién.
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2.5. Metodologia experimental

Reactivos. El DPPC fue adquirido en Avanti Polar Lipids, manipulado sin purificacién pos-
terior. NaCl, clorhidrato de Phe, clorhidrato de PCN, clorhidrato de LCN, clorhidrato de TCC,
PPE &cido citrico, citrato de sodio, acido malico, acido glicdlico, dcido férmico, acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (MES), tris(hidroximetil)aminometano (TRIZMA), 2-amino-2-metil-
1,3-propanodiol (AMPD), 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) y 4acido 4-(ciclohexilamino)-1-
butanosulfénico (CABS) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. PB sal de sodio fue adquirido en
Cheminova (inyeccién de PB sédico). Todas las sustancias quimicas fueron manipuladas sin
purificacion adicional.

Preparacion de MLVs y LUVs. Los lipidos fueron hidratados con la solucién acuosa desea-
da (H,O Milli-Q, 18.2 MQ.cm, pH 4-6) por encima de la temperatura de transicion del DPPC
(41.6°C). La suspension fue agitada suavemente a 600 rpm durante 30-40 min a 55°C, usando
una estacién de degasificacion (TA Instruments). Este procedimiento genera vesiculas multila-
minares (MLVs). Los LUVs fueron preparados a partir de la suspensiéon de MILVs por extrusion
a través de membranas de policarbonato de 100 nm (Membranas Nucleopore, Whatman). Este
proceso también fue realizado por encima de la transiciéon de fusién de los lipidos usando un
mini-extruder (Avanti Polar Lipids). Se usé una concentracién de lipidos de 4 mM en todos los
experimentos.

Andlisis calorimétrico. Los perfiles de capacidad de calorifica fueron tomados a una ve-
locidad de barrido constante de 1°C/min y una presion constante de 3 atm. Antes de que las
muestras fueran introducidas en los capilares del DSC, las muestras fueron degasificadas a baja
presion (635 mmHg) durante 10 min a 25°C. El calorimetro (microcalorimetro, 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 exploracién ca-
lorimétrica, las muestras se equilibraron térmicamente durante 5 min a 25°C. La mayoria de
los barridos se realizaron en modo calentamiento de 25 a 50°C. Todos los experimentos de DSC
se llevaron a cabo tinicamente dos veces debido a la alta reproducibilidad. Los detalles sobre la
preparacion de las muestras se describen mds adelante.

Experimentos con anestésicos locales. En ambas preparaciones, MIVs y LUVs, se utilizé
una solucién de hidrataciéon de NaCl 100 mM en agua ultrapura. Ambas suspensiones de li-
pidos fueron ajustadas a las condiciones clinicas estdndar mediante la adicién del respectivo
anestésico PCN (73 mM), LCN (69 mM), TCC (25 mM) y Phe (0.97 mM) [38, 69, 36]. Clini-
camente, la Phe es utilizado como vasopresor con el fin de contrarrestar el efecto hipotensor
de anestésicos [38]. La solucion fue ajustada a pH 5 (HCI/NaOH). Los experimentos control se
llevaron a cabo en las mismas condiciones sin el uso de anestésicos. El andlisis de DSC se inicid
10 minutos después de que los liposomas y el anestésico en cuestidén entraran en contacto, de
los cuales 5 minutos corresponden a la termalizacion previa del DSC. Se realizé una secuencia
de 10 barridos consecutivos en modo calentamiento para cada experimento.

Experimentos con anestésicos inhalatorios. Se utilizé un ‘sistema de alta presién’ (SAP)
construido en nuestro laboratorio para exponer la suspension de liposomas a los gases Xe y
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N5O. Los detalles completos del arreglo experimental se describiran en el siguiente capitulo.
Tanto MLVs como LUVs, preparados en agua ultrapura, fueron depositados en la SAP donde se
introdujo el gas correspondiente. La solucion fue ajustada a pH 5 (HCl/NaOH). La temperatura
de las muestras fue controlada mediante un sistema de recirculacién de agua (PolyScience) co-
nectado al SAP. Este dispositivo fue disefiado para alcanzar altas presiones, lo que nos permitid
aumentar alrededor de 10 veces la presion inicial de la cdmara. Los pardmetros en el proceso
de presurizacion de Xe y N,O fueron el tiempo de exposicion (2 horas), la temperatura (70°C)
y la presién de gas (40 atm). Una vez que se alcanzd la presion deseada, comenzd el tiempo
de exposicién. Por dltimo, una vez que la suspension de liposomas fue retirada del SAB se lle-
va a cabo el andlisis calorimétrico. La ley de Henry nos ayudé a comprender cémo los gases
se incorporan en la suspension acuosa [42]. Esta ley establece que, a temperatura constante,
la solubilidad de cierto gas en un liquido es directamente proporcional a la presién del gas
aplicada sobre liquido.

Experimentos con anestésicos intravenosos. Los liposomas MIVs y LUVs se prepararon
en agua ultrapura en donde posteriormente se afiade la concentraciones correspondientes de
PPF (56 mM) y PB (25 mM). La solucién 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 analisis de
DSC se inici6 10 minutos después de que los liposomas y el anestésico en cuestidn entraran en
contacto. Se realiz6 una secuencia de 10 barridos consecutivos en modo calentamiento para
cada experimento. Sin embargo, todos los perfiles calorimétricos fueron idénticos (transicion
de fase ‘Unica’).

Dependencia de fase de la cinética de difusion. Los liposomas MIVs fueron preparados
en agua ultrapura. La solucion se ajusté aproximadamente a pH 5 (HCl/NaOH). Se incubaron
diferentes muestras con TCC (25 mM) a 25°C (fase gel), 41.8°C (temperatura de fusién) 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 realizé bajo el andlisis calorimétrico
descrito anteriormente.

Dependencia de pH del AT,,. Se realizaron distintas preparaciones de liposomas MLVs en
10 mM de las siguientes soluciones amortiguadoras: glicina-HCI (pH 2), &cido citrico-citrato de
sodio (pH 3, 4y 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 difusion. Se realizaron distintas preparaciones
de liposomas MIVs en soluciones con 10 mM de cada uno de los siguientes AC: dcido madlico,
citrico, férmico y glicdlico. Las muestras fueron ajustadas a pH 5 (HCl/NaOH) antes de ser
introducidas al DSC. La TCC fue empleada a 25 mM. El anaélisis de DSC se inicié 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 como un gas noble modifica la excitabilidad de las células nerviosas
y cémo dicha excitabilidad puede ser recuperada bajo presion hiperbdrica sigue sien-
do desconocido. En este capitulo, a través de un estudio calorimétrico, abordamos el
fendmeno de la ‘depresion del punto de fusion’ (DPF) inducido por los gases nobles en
membranas de lipidos modelo (DPPC), y su recuperacion parcial con presién hidrostd-
tica. Se encontré ademds una correlacion importante entre la polarizabilidad dipolar
eléctrica (o) de estos gases y su efecto en la transicion de fusion 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 dtomos o moléculas para aumentar el
desorden general de la membrana plasmdtica.

3.2. La anestesia de los gases nobles

Como vimos en capitulos anteriores, existe una gran variedad de especies quimicas 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 lipidicas.

Aunque los gases nobles poseen aparentemente minimas capacidades de interactuar con
sitios de accién putativos, el Xenén es usado clinicamente como anestésico [70]. Ademas, el
kriptén y argén muestran un efecto anestésico a presiones hiperbdricas, mientras que por otro
lado, el nedn y el menos narcético, helio, no causan anestesia a presiones parciales sino hasta sus
umbrales convulsivos [71, 72]. Curiosamente, incluso el nitrégeno es capaz de inducir narcosis
a presiones hiperbaricas [73]. Actualmente, no se han identificado bien los sitios de accién espe-
cifica para los gases nobles y N,, sin embargo, algunos estudios proponen una accién inhibitoria
en sitios hidrofébicos dentro de canales idnicos tales como los receptores N-metilo-D-aspartato
(NMDA) [74, 75] y a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) [76, 77], mien-
tras que con el receptor y-aminobutirico (GABA,) [74, 78] el efecto es despreciable. Otras
proteinas han sido postuladas para dicho paradigma [79, 80]. Independientemente de la pro-
teina propuesta, esta percepcion indica cambios estructurales causados por los anestésicos, sin
embargo, como se discutird mas adelante, la presién hidrostatica y otros agentes que revier-
ten la anestesia dificilmente podrian proveer una reversibilidad estructural en las proteinas sin
considerar el medio lipidico. Esto solo se ha justificado a través de una dislocacién/disociacién
entre las moléculas anestésicas y sus respectivos sitios de accion [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 hidrégeno con otros elementos
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(al menos en condiciones normales). Estas caracteristicas magnifican el problema para explicar
cémo los gases nobles pueden producir anestesia a través de un enlace especifico y suficiente-
mente duradero segtin la hipétesis del receptor proteico. Por consiguiente, el papel de los gases
nobles en la anestesia general puede brindar pistas hacia un mecanismo mds adecuado. Igual-
mente esencial, cualquier intento por definir tal mecanismo molecular debe explicar también el
fenémeno de la reversibilidad con presién, el cual se discutird mds adelante. En este apartado
se muestra, por primera vez, un estudio experimental del fenémeno de la depresién del punto
de fusiéon (DPF) en membranas puras de lipidos inducido no solo por el Xendn, sino por otros
tres gases nobles (He, Ar y Kr).

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

3.3.1. Caracterizacion del sistema experimental

Con el fin de explorar la difusividad de los gases nobles en una suspensién de liposomas,
se llevd a cabo un estudio previo de caracterizacion del gas Xendn en funcién de la presion
y tiempo de exposicién. En este estudio recurrimos a vesiculas unilaminares pequefias (SUVs)
compuestas de DPPC como ‘membrana modelo’ (véase ‘Metodologia experimental’ al final del
capitulo). La figura 3.1 muestra el valor absoluto del cambio en la temperatura de fusiéon (AT,,)
de los liposomas dopados con Xe como funcién del tiempo de exposicion, a 4 atm y 30°C. De
estos resultados se puede observar que 2 hrs de exposicidn al Xe representa el tiempo mini-
mo para permitir que este gas se difunda hacia los liposomas y produzca su maximo efecto.
Una correlacion analoga se puede observar para distintas presiones de Xe, con parametros de
presurizacion de 2 hrs y 30°C. De esto tltimo, el punto de saturacién (~3 atm) representa
la capacidad maxima de los liposomas para contener dtomos de Xe e inducir su efecto maxi-
mo en el punto de fusidn. Al igual que con este gas, una tendencia similar, pero con puntos
de saturacién mas bajos, se puede observar para el resto de los gases nobles; He, Ar, and Kr
(datos no mostrados aqui). Por otra parte no se observé ninguna dependencia con el estado
termodinamica de la membrana, i.e., el efecto de los gases nobles es el mismo a temperaturas
debajo (fase gel) o por encima (fase liquida) de la T,, de las membranas durante el proceso de
presurizacion.

La solubilidad los gases en agua esta dada por la constante de Henry (ky) , la cual a su vez
depende de la temperatura [82]. La ley de Henry puede ser usada para obtener una aproxi-
macion de la concentracién de gas en el medio acuoso como funcién de la presién aplicada. A
continuacion se muestra este proceso para los parametros del Xe, pero es posible esbozar una
aproximacidn similar para los otros gases, usando su correspondiente kg a la temperatura del

l
experimento. La ky; del Xe es aproximadamente 1.4 x 10™* Lﬁnﬁ, 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 parametros
con la ley de Henry, y usando 1 atm de Xe, se estima que la molaridad de dicho gas es ~7.738

l
x 1073 % Por lo tanto, debido a la linearidad de la ley de Henry, es posible establecer una
relacién general entre la molaridad del gas (My,) y la presion (Px,) a 30°C: My, ~ 7.738 x

—3 Molgg
107 o1 Pxe-
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Figura 3.1: Caracterizacion del efecto del gas Xenén en liposomas. |AT,,| como funcidn de los tiempos
de exposicion al Xe (o) y presiones aplicadas (/). Puesto que AT,, es siempre negativo (la temperatura final
es siempre menor que la inicial), se grafica el valor absoluto para ilustrar la saturacion del cambio a altas
presiones y tiempos de exposicion. La temperatura de fusion control para el DPPC fue 41.815°C £+ 0.011°C,
medido a 3 atm.

Una vez explorados los parametros de presién y tiempos de exposicién del Xe en la suspen-
sién 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 funcién de algunas de sus
propiedades fisicas intrinsecas, las cuales pueden ser determinantes en su accién anestésica.

3.3.2. Polarizabilidad y desorden de lipidos

Puesto que tanto los gases nobles como los diatémicos son neutros y no polares, no exis-
ten interacciones electrostaticas tipo Coulomb relacionadas con su modo de accién anestésica.
Sin embargo, permanecen dos componentes imperativas de la energia de ligadura de van der
Waals: el término carga-dipolo inducido (energia de Debye) y el término dipolo inducido-dipolo
inducido (energia de dispersién de London). La polarizabilidad dipolar eléctrica (a) es una
propiedad fisica estrechamente relacionada con estas energias de dispersién y representa una
medida de la distorsién de las nubes electrénicas de las moléculas en interacciéon. Entre mayor
sea el dtomo/molécula (i.e. entre mayor sea la nube electrénica), mas grande es a, y por lo
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tanto, su hidrofobicidad. Asi, entre mayor sea la a de un anestésico, mayor serd su tendencia
para alcanzar el nucleo hidrofébico de una membrana de lipidos, lo cual podria perturbar la
estabilidad estructural de las colas de los lipidos.
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Figura 3.2: Efecto de los gases nobles en la transicién de fase de membranas. AT,, como funcion
de la polarizabilidad dipolar eléctrica de los gases nobles (/\). El recuadro interno (o) muestra un colapso
adimensional del mismo efecto con los puntos de ebullicion (Tg) de los respectivos gases y la temperatura
del experimento (T,). Las polarizabilidades de los gases fueron tomadas de [84].

La figura 3.2 muestra el AT,, producido por los gases nobles como funcién de sus respectivas
a. El nedn, cuyo efecto puede ser considerado entre el helio y el argén, no fue implementado
en este trabajo. Todos los gases fueron empleados bajo las mismas condiciones, buscando su
efecto maximo: 100 atm de presién durante 2 hrs a 70°C (Ty). El recuadro interno ilustra un
colapso adimensional a un mismo valor (~0.04) usando el punto de ebullicién de cada gas (Tg)
y la temperatura del experimento (T,). La Ty, como algunas otras propiedades de estos gases,
esta directamente relacionada con las interacciones de van der Waals, donde a esta implicada,
por lo cual, el colapso obtenido muestra que a puede ser considerada como una signatura en
el efecto producido por los gases nobles en membranas de lipidos.

Desde la nube electrénica mas pequeia del helio hasta la mds grande del Xendn, ocurre una
correlacion significativa: a mayor a, mayor es el corrimiento en la T,, hacia bajas temperaturas.
Puesto que la temperatura es una manifestacién de la energia cinética y la cohesién de la ener-
gia potencial, el balance entre estas dos formas de energia es responsable de las propiedades
fisicas de la materia [85]. De modo que, si la cohesion de un sistema es reducida, se requiere
menor temperatura para fundirlo. Esto se vuelve mas claro si recordamos que siempre hay un
equilibrio entre los términos entdlpicos y entrépicos como se expresa en la ecuacién de la ener-
gia libre: G=H—TS [86]. Cuando un 4tomo noble se difunde dentro de las membranas, ‘H’ se
vuelve menos negativa (i.e. la energia potencial cohesiva entre lipidos decrece), por lo tanto ‘S’
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aumenta conforme el sistema se vuelve mas desordenado. El incremento de entalpia, debido
al gas noble intruso, podria ser explicado usando el término Axilrod-Teller del dipolo-triple en
el potencial de interacciéon [87, 88]. Este término es positivo para un arreglo triangular agudo
de dtomos y negativo para geometrias lineales. Es importante tener en cuenta que la mayor
parte del tiempo la interaccidn de tres cuerpos es positiva, ya que la energia térmica aumenta
la probabilidad de encontrar configuraciones tridngulares. En una membrana, dos colas de li-
pidos estan unidas por interacciones de van der Waals (la cohesién efectiva de todo el sistema
estd dada por la suma de estas interacciones por pares). Cuando un dtomo noble se aproxima a
estas colas de lipidos e interactia como un tercer cuerpo, es capaz de perturbar la interaccién
lipido-lipido con una contribucién positiva la cual es proporcional a a y escala como r— [87].
En los gases raros esta contribucidon es muy pequefia y no afecta a cualquier propiedad medible,
excepto cuando los atomos forman un cristal [87]. Es por esto que en el caso de una membrana
(visto como un cristal de lipidos) el efecto de un tercer cuerpo es notable, reduciendo la cohe-
sion y, por lo tanto, la T ,,. En resumen, visto como un fendmeno de ‘causa-efecto’, se produce
el siguiente curso de acontecimientos: un gas noble entra en la membrana, reduce la cohesién
(a través del término positivo del dipolo-triple) visto como un incremento de entalpia, que por
ende genera un aumento de entropia y, finalmente, ocurre una reduccién en la temperatura de
fusion del sistema. Esto sugiere una conexion clara entre a y los cambios estructurales ejercidos
por los gases nobles en las membranas lipidicas. El efecto se representa esquematicamente en
la figura 3.3.

Las variables fisicas de membranas de lipidos, tales como el orden de lipidos, area lateral
y volumen, pueden ser gradualmente alterados con la inclusiéon de dtomos inertes, los cuales
comparten una Unica variable fisica en comun: su tamafio y a. Algunos detalles moleculares
adicionales son necesarios para elucidar el desorden causado por otras especies de anestésicos
mas complejas. Mientras que algunos estudios de dindmica molecular reportan una mayor afi-
nidad del Xendn por el nticleo hidrofébico de membranas [89], otros estudios experimentales
sugieren que la interaccién Xe-membrana es dirigida a la regién anfifilica de los lipidos [90].
Sin embargo, sea cual sea la regién precisa de interaccion, el desorden de la membrana de
lipidos causado por los gases nobles es un hecho inexorable.

3.4. Reversibilidad estructural con presion

Si existiera algun sitio de accién mads relevante para el fendmeno de la anestesia, una cla-
ve importante para comprender este problema seria el hecho de que la anestesia general es
dependiente de la presion hidrostatica.

Los primeros indicios del efecto reversible de la anestesia mediante el uso de presién fueron
demostrados en el nado de renacuajos [91], donde la presién hidrostatica (200-300 atm) fue
capaz de revertir el efecto anestésico del etanol y etil carbamato. Subsecuentemente, otros
trabajos experimentales sobre este fendmeno fueron extendidos a tritones, ratones y algunos
organismos marinos [92, 93, 94], usando un amplia variedad de anestésicos tanto liquidos
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a) b) ¢)

Incremento del desorden

Figura 3.3: Representacion esquemdtica de los cambios estructurales de membrana producidos por
los gases nobles. a) He, b) Ar, ¢) Kry d) Xe.
como gases.

Recientemente, Yasuoka et al. [89] llevaron a cabo Simulaciones de Dindmica Molecular
(SDM) para elucidar la naturaleza difusiva del Xen6n dentro de una bicapa de lipidos. Ellos
reportaron un decremento en el orden de orientacion de las colas de lipidos, un incremento
en drea y volumen por molécula, y un incremento en su difusividad. Ademds, en este mismo
trabajo se destacan, por primera vez tanto en SMD como con un gas noble, evidencias del efecto
antagonico entre anestesia y presion.

El estudio que se presenta a continuacion fue inspirado en los resultados de SDM de Ya-
suoka et al. [89], en donde demostramos experimentalmente el efecto reversible de la presion
hidrostatica sobre el fendmeno de DPF inducido por Xendn. 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 hidrostaticas (1, 3 y 6 atm) aplicadas por
el calorimetro. Los liposomas dopados con He (mismas condiciones de presurizacién) ilustran
que la presion per se no afecta los resultados. El recuadro interno muestra claramente que a
mayor presion hidrostatica sobre el sistema, menor es el |AT,,|. Es importante mencionar que
la presién hidrostatica maxima alcanzada por nuestro calorimetro es 6 atm, de tal manera que
solo fue posible alcanzar un efecto parcial pero decisivo en la reversibilidad de la presién. Sin
embargo, es claro que una presién hidrostdtica mayor seria capaz de revertir completamente
la T,, a condiciones control.

Fisiolégicamente, el efecto mas notable de la presion es la hiperexcitabilidad que ocurre
a través de temblores en las extremidades seguido de convulsiones, mientras que un aumen-
to adicional conduce a pardlisis y la muerte. Este efecto antagénico de la presién hiperbdlica
(excitabilidad) y el de los gases nobles (depresién) han sido elucidados a través de un modelo
no-especifico, donde la estructura de lipidos en la membrana de nervios es modulada. Este mo-
delo es conocido como la ‘hipétesis del volumen critico’ [93, 95]: la bicapa lipidica se expande
debido a los anestésicos disueltos en ella, mientras que la presién hidrostdtica (ejercida ejer-
cida en todas direcciones del exterior hacia el interior) causa una recuperacién en el volumen
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Figura 3.4: Reversibilidad del efecto del Xe en funcion de la presion hidrostdtica. Liposomas control a
1 atm (v7), liposomas dopados con He a 1 atm (), liposomas dopados con Xe a 1 (A), 3 (o), and 6 atm (+)
de presion hidrostdtica ejercida por el DSC. Los liposomas fueron previamente dopados con su respectivo gas
bajo las mismas condiciones de presurizacion (4 atm, 2 hours, 30°C). El recuadro interno muestra el |AT,,|
como funcion de la presion hidrostdtica (O). Es importante tomar en cuenta que |AT,,| = 0 representaria
una reversién completa del efecto del Xe debido a dicha presion, el cual se sugiere es lineal [24 ].

de la misma. De hecho, la hiperexcitabilidad, modelada como una compresién excesiva de la
membrana, no ha sido bien comprendida por los modelos actuales de las neurociencias, aun-
que podria ser explicada facilmente por el ‘modelo del solitén’ para la propagacién de impulsos
nerviosos [25]. De hecho, muestras adecuadas de gases “expansores” y “compresores” pueden
permitir que altas presiones sean mds tolerables en mamiferos. Esta teoria ha sido empleada
empiricamente para resolver algunas adversidades mostradas en los buceadores, quienes co-
munmente estan expuestos a altas presiones en la profundidad del océano [96, 97].

Nuestra evidencia experimental confirma que la presion hidrostatica 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 4&tomos o
moléculas para aumentar el desorden general de la membrana plasmatica.

En las neuronas, se ha demostrado que algunas proteinas de membrana, involucradas con
la propagacion del impulso nervioso, son fuertemente dependientes de la fluidez de los lipidos
de los alrededores. El trabajo en esta direccién ha demostrado que el anestésico general ‘halo-
tano’, a concentraciones fisioldgicas, produce una redistribucién pronunciada de lipidos entre
dominios de diferente especie de lipidos [98]. Por lo tanto, no es del todo rechazable que los
anestésicos, al menos gases nobles, alteren de forma ‘semiespecifica’ la estructura de los lipidos
que circundan estas proteinas, hasta un punto en que sus funciones normales sean perturbadas.
Es necesario un estudio riguroso de esta hipétesis con el fin de eliminar la necesidad de un nu-
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mero muy grande de receptores proteicos (sitios de accidén especifica) para cientos de especies
distintas de anestésicos. Los siguientes capitulos son dedicados a tal hipotesis.

3.5. Metodologia experimental

Preparacion de liposomas. El DPPC fue adquirido en Avanti Polar Lipids, manipulado sin
previa purificacion. Todos los experimentos fueron realizados a una concentracion de lipidos de
4 mM. Se utilizé una solucién amortiguadora para hidratar los lipidos por encima de su tempe-
ratura de fusion (Agua Milli-Q, 10 mM HEPES, pH 7, 50°C). La suspensién de lipidos es agitada
suavemente por 30-60 minutos a 50°C. Este procedimiento produce vesiculas multilaminares
(MLVs). Para obtener finalmente vesiculas unilaminares pequefias (SUVs), la suspensién MLV
es sonicada por 30 min a 50°C en un bafio sonicador (60 W). La suspension de SUVs resultante
es sometida a 2.5 ciclos de enfiamiento-calentamiento de 50°C a 25°C con el fin de alcanzar un
tamafio estable de liposomas (10-15 nm) para las necesidades del experimento. La distribucion
de tamafios de los liposomas fue caracterizada con un Zetasizer (Nano Zs, Malvern).

Figura 3.5: Representacion esquemdtica del SAP: proceso de presurizacion de liposomas. (1) Suspen-
sion de liposomas; (2) vdlvula de introduccién del gas; (3) vdlvula de purga; (4) Mandmetro; (5) Embolo;
(6) Sistema de recirculacion de agua (entrada/salida); (7) Cdmara solida de aluminio.
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Proceso de presurizacion. Se disefié y construy6 un ‘sistema de alta presiéon’ (SAP) para
exponer la suspensién 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 cdmara de aluminio (7), la cual esta sellada
por una tapa gruesa del mismo material. El contenedor del gas noble deseado es conectado a
la vdlvula de introduccién (2). Previo al proceso de presurizacién, el aire del interior es des-
plazado por el gas noble usando la valvula de purga (3). Después de unos pocos segundos de
esta ventilacién, la valvula es completamente cerrada. La cdmara se deja termalizar al menos
10 minutos con el fin de lograr la estabilidad termodinamica de la muestra. La temperatura de
las muestras es controlada por un sistema de recirculacién de agua (PolyScience) conectada
a la camara de aluminio la cual contiene canales interiores para la circulacidn 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 termalizacion, el émbolo
(5) es retirado a su posicién maxima para cargar dicho gas. Esto permite reducir el consumo
de gas, asi como la adquisicion de presiones mds altas que las previstas en el tanque de gas. El
sistema de presurizacion fue disefiado para alcanzar altas presiones, permitiéndonos aumentar
alrededor de diez veces la presion inicial de la cdmara. Posteriormente, la vdlvula de intro-
duccién de gas (2) es cerrada y el émbolo se introduce para aumentar la presion hasta el valor
requerido, siendo monitoreada por un mandmetro (4). Cuando se alcanza a la presidon deseada,
comienza el tiempo de exposicion. Es importante tener en cuenta que los experimentos reali-
zados en este capitulo no fueron llevados a cabo bajo los mismos pardmetros en el proceso de
presurizacién (tiempo de exposicion, temperatura y presion de gas). Todos los ensayos se lleva-
ron a cabo a un volumen constante de suspension de liposomas (1,2 ml). Una vez completado
el tiempo de exposicidn, la valvula de purga (3) libera lentamente el gas, evitando cualquier
expulsiéon no deseada de la muestra. Por ultimo, una vez que el gas sale de la cdmara, la sus-
pensién de liposomas puede ser retirada y utilizada en los experimentos de calorimetria. Como
hemos mencionado anteriormente, la ley de Henry nos ayuda a comprender cémo los gases se
incorporan a la suspensién acuosa [82, 99]. Esta ley establece que, a temperatura constante,
la solubilidad de cierto gas en un liquido es directamente proporcional a la presién del gas por
encima del liquido.

Calorimetria. Los termogramas fueron registrados a una velocidad de barrido de 1°C/min.
Previo a su introduccion en el calorimetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a ba-
ja presion (635 mmHg) durante 10 min a 25°C. Todos los experimentos se midieron a presién
constante (3 atm), con excepcion del estudio de reversién con presién. El calorimetro (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 calorimetria, 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 llevd a cabo inicamente 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-
cacion inmediata e intuitiva de los fendmenos de reversibilidad, genera una amplia va-
riedad de preguntas dignas de ser investigadas. En este capitulo se presenta un estudio
experimental de la motilidad de espermatozoides de raton el cual muestra aspectos in-
teresantes caracteristicos de las neuronas: el efecto anestésico (producido por la TCC),
excitatorio (producido por cafeina o Ca™?) y su accion antagdnica. Mientras que la TCC
inhibe la motilidad del esperma y la cafeina muestra una accion excitatoria, la com-
binacidn de ambas sustancias contrarresta el efecto inducido por la TCC, produciendo
una motilidad bastante similar a la de las células control. Se realizd posteriormente
una comparacion de este efecto antagonico con membranas de lipidos modelo cons-
tituidas por 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC) y dcido dipalmitoil
fosfatidico (DPPA), mediante el estudio de los cambios en la transicion de fase de los
mismos. La TCC induce un desorden muy significativo de la membrana, disminuyendo
en gran medida la temperatura de transicion de fase de las mismas. Por otra parte, el
efecto de la cafeina es nulo, no obstante, su adicion a liposomas dopados con TCC con-
trarresta parcialmente el desorden inducido en éstos. Una concentracion 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 dindmica
molecular’ (SDM) para mejorar la comprension molecular de los resultados experi-
mentales obtenidos. Se encontré una fuerte correlacion entre los estudios de motilidad
celular;, termodindmica de membranas y dindmica molecular de estos efectos antagoni-
cos, lo cual podria explicar como las propiedades fisicas de membrana adecuadas para
el funcionamiento normal de las células, pueden ser ‘afectadas’y ‘recuperadas’.

4.2. El espermatozoide como modelo de estudio

Ademas de las células nerviosas, existen células motiles con una fuerte dependencia de las
propiedades elasticas de la membrana plasmadtica; una de ellas es el espermatozoide [100]. Las
teorias actuales sugieren que ciertas condiciones eldsticas son un requisito previo para el funcio-
namiento normal, y que la fluidez y flexibilidad de la membrana plasmaética son dependientes
principalmente de su composicion lipidica y de sus condiciones termodindmicas, tales como la
temperatura [ 100]. Por lo tanto, puesto que en estas células la estabilidad termodinamica de la
membrana plasmadtica juega un papel crucial en su motilidad, y siguiendo la idea de que todas
las células deben ser afectadas por los anestésicos a cierta concentracion, la motilidad de los
espermatozoides es un buen modelo para estudiar el efecto producido por dichos farmacos.

En la literatura, algunos trabajos explican la motilidad de los espermatozoides basada en
el funcionamiento coordinado de proteinas de membrana y citoesqueleto. Por ejemplo, se ha
propuesto que dos canales de Ca*? est4n relacionados con la motilidad de estas células, en
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donde este i6n juega un papel decisivo [101]. Ademads, se han realizado muchos estudios en
espermatozoides bajo el efecto de diversos fadrmacos anestésicos, por ejemplo, tetracaina, li-
docaina, diltiazem, e incluso algunos gases como el isoflurano y sevoflurano, que debido a su
accion 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 cafeina, han mostrado efectos estimuladores en la motilidad del esperma humano [105].
Se han propuesto diferentes mecanismos en base a una funcion especifica 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 tinico reporte del antagonismo de la
cafeina sobre los efectos supresores de la procaina y propranolol en la motilidad de esperma-
tozoides, en donde no se brindan argumentos detras de tal efecto [109]. A la fecha, no se han
realizado estudios de la interaccidn de cafeina con membranas lipidicas, mientras que, como se
discutié anteriormente, es bien sabido que la TCC perturba significativamente las propiedades
termomecdanicas de las membranas de lipidos [110].

En este capitulo, abordamos otro de los fendmenos de reversibilidad de la anestesia a través
del Ca™, y ademds exploramos el efecto antagénico de un agente excitatorio del sistema ner-
vioso central como la cafeina. En esta ocasion, presentamos una comparativa de tales efectos
entre la motilidad de espermatozoides y membranas de lipidos modelo.

4.3. Correlacion entre el modelo celular y membrana de li-
pidos

4.3.1. Motilidad del Espermatozoide

El estudio fenomenoldgico de la motilidad de espermatozoides se llevé a cabo a través de
un ‘sensor de motilidad celular’ (SMC) desarrollado recientemente por nosotros [111], el cual
se muestra esquemadticamente en la figura 4.1. Este dispositivo se basa en una técnica éptica
conocida como ‘correlacion resuelta en el tiempo’ en un sistema adaptado para manejar varias
muestras simultdneamente bajo condiciones controladas (temperatura y presidon) y que a su
vez permite la estadistica de millones de células. La informacién de la motilidad de los esper-
matozoides es obtenida mediante el desarrollo temporal un ‘pardmetro de motilidad’ 7, 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 fisico-quimicas (presion, temperatura, pH y otros iones)
y ¢) la interaccién con farmacos. Sin embargo, dicha pérdida de motilidad no siempre es debida
a la muerte intrinseca 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 caida pronunciada en su motilidad, un descenso posterior de temperatura
a 10°C la recupera significativamente.

La figura 4.2 muestra el comportamiento temporal de T durante 6 horas. En el experimen-
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Figura 4.1: Representacion esquemdtica del SMC: estudio de la motilidad celular. Un haz de ldser (He-
Ne) es dirigido dpticamente a una cdmara que contiene las muestras a temperatura constante. Esta cdimara
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 dispersion, los cuales son registrados por una cdmara digital para el andlisis de correlacion de imdgenes.
Se ilustra dos curvas de autocorrelacion temporal que muestra los extremos de minima (o) y mdxima (o)
motilidad. El pardmetro de motilidad ‘T’ es obtenido a partir las curvas de autocorrelacién mediante el ajuste
a un modelo de tipo exponencial estrecho. Este pardmetro es monitoreado en funcion del tiempo (hrs) para el
estudio fenomenoldgico de la motilidad celular. Los detalles completos del arreglo experimental se describen
en[111]

to de TCC-cafeina (25°C) se observa un contraste muy notable entre la rapida inhibicién de
la motilidad debido a la TCC y la accidn excitatoria de la cafeina vista como una mayor pre-
valencia de la motilidad (ver Fig. 4.2a). Sin embargo, la combinacién de estas dos sustancias
contrarresta tal efecto, produciendo una motilidad similar a las células de control. Por otro
lado, el escenario TCC-Ca*? (10°C) muestra un comportamiento temporal de T muy similar:
una alta concentracién de Ca*? induce una fuerte inhibicién de la motilidad celular (incluso
mayor que la TCC), pero la combinacién 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 sefialar
que los controles de la figura 2 son diferentes; la motilidad prevalece por més tiempo a 10°C,
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en el medio WH. Asi mismo, es pertinente aclarar que cuando nos referimos a una ‘mayor pre-
valencia de la motilidad’ no hablamos de ‘hipermotilidad’, sino mas bien que la motilidad de
los espermatozoides se mantiene por mds tiempo respecto a un valor inicial.
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Figura 4.2: Motilidad del espermatozoide: antagonismo TCC-cafeina/Ca™2. (a) Experimento de TCC-
cafeina (25°C): muestra de control (v7), 8 mM de TCC (A), 111 mM de cafeina (C) y la combinacion 8
mM de TCC - 111 mM de cafeina (o). (b) Experimento de TCC-Ca™? (10°C): muestra de control (v7), 8
mM de TCC (), 200 mM de Ca™? (0) y la combinacién 8 mM de TCC - 200 mM de Ca™? (o). El recuadro
interno muestra el inverso del drea bajo la curva (A) de cada uno de los desarrollos temporales, destacando
las diferencias en la motilidad general.

4.3.2. Calorimetria de membranas modelo

En esta seccion, recurrimos a vesiculas unilaminares pequefas (SUVs) compuestas de DPPC/DPPA

como ‘membrana modelo’ (véase ‘Metodologia experimental’ al final del capitulo). A pesar de
que la cafeina es una molécula polar, sus regiones hidréfobas fueron capaces de producir un li-
gero desorden en el sistema DPPC/DPPA, como se observa en el pequeifio desplazamiento hacia
bajas temperaturas en la figura 4.3a. Ademas, como era de esperar, la TCC induce una depresién
aun mayor en la temperatura de transicion del sistema. Es notable que la adicion de cafeina, 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 cafeina produce un
ligero desorden cuando la membrana esté relativamente compacta, pero induce orden cuando
la membrana no lo estd. El efecto de la cafeina es ain mds pronunciado para concentraciones
de TCC mayores (ver Fig. 4.4). Esto por otra parte sugiere un escenario alternativo en donde
la cafeina apantalla la accién de la TCC en la superficie de la membrana, reduciendo el efecto
total de este anestésico, i.e., un AT, de saturacién menor. Estas suposiciones serdn discutidas
a detalle en los apartados siguientes.
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Figura 4.3: Calorimetria de liposomas DPPC/DPPA: antagonismo TCC-cafeina/Ca*?. (a) Experimento
de TCC-cafeina: muestra de control (v7), 8 mM de TCC (A), 111 mM de cafeina (O0) y la combinacién 8 mM
de TCC - 111 mM de cafeina (c). (b) Experimento de TCC-Ca™: muestra de control (7), 8 mM de TCC (M),
200 mM de Ca™ (0) y la combinacion 8 mM de TCC - 200 mM de Ca*? (o). Los liposomas de DPPC/DPPA
(95:5 mol/mol) muestran una relativamente alta temperatura de transicion en 42.5°C +0.1°C, por tanto,
la energia invertida para llevar la membrana a la fase fluida es mayor que para otras membranas de lipidos.

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

4.4. Especulacion molecular del antagonismo

Cuando una membrana estd a una temperatura T inferior a su temperatura de transicion
T, cualquier agente que desplace esta T,, hacia temperaturas mds bajas aumenta entonces la
compresibilidad eléstica k(T,) de la misma (el efecto es méximo cuando T,, alcanza a T,)). Por
otro lado, un cambio de T,, hacia temperaturas mas altas representa por tanto una disminucion
en k(Ty) [44]. Esto nos ayuda a comprender las implicaciones mecanico-eldsticas de los efectos
producidos por los anestésicos en la termodindmica de las membranas.

En las membranas lipidicas reside una repulsion electrostdtica permanente entre las cabe-
zas de dipolos eléctricos (region polar) de los lipidos, que a su vez conviven en una interaccion
favorable con las moléculas de agua. A pesar de esta repulsién (un poco apantallada por la
presencia de iones), las fuerzas van der Waals existentes entre las colas de los lipidos (region
hidréfoba) son lo suficientemente grandes para producir la estructura de una membrana exclu-
yendo eficazmente el agua de su regién de lipidos. Por otro lado, la alta polarizabilidad eléctrica
de la TCC (31.379 x 10~2* cm® obtenido de Chemspider) responsable de su alta hidrofobicidad
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Figura 4.4: Antagonismo de la cafeina dependiente de [TCC ]. Experimento [TCC J-cafeina: cambio de la
temperatura de fusion con respecto al control (AT,,) en los liposomas dopados con distintas concentraciones
de TCC; con (O) y sin (o) 111 mM de cafeina. Puesto que AT, es siempre negativo (la temperatura final
es siempre menor que el inicial), representamos grdficamente su valor absoluto para ilustrar la saturacion

del cambio a altas concentraciones de TCC. Asi, en ambos caso podemos observar un comportamiento tipo
Michaelis-Menten, al menos para las concentraciones reportadas en este trabajo.

y coeficiente de particién, ademds 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 organizacién de la membrana. Cabe sefalar que este fendmeno se debe a un
balance entre la entalpia y entropia del sistema. Cuando el foirmaco se inserta entre dos colas de
lipidos reduce su interaccidén cohesiva entre pares, que como se discutio en el capitulo anterior,
posiblemente sea a través del término Axilrod-Teller de la interaccién de ‘tres cuerpos’, el cual
en la mayoria de los casos es positivo [88]. Como resultado, la transicion gel-fluido (T,,) es
desplazada a temperaturas mas bajas (véase Fig 4.3). Este hecho nos permite considerar la po-
sibilidad de que el desorden producido en la membrana plasmatica del espermatozoide podria
ser responsable de la disminucién en su motilidad (véase Fig. 4.2). Es evidente que mientras la
TCC induce desorden (liposomas) o disminucion de la motilidad (espermatozoides), en ambos
escenarios la inclusién de cafeina revierte parcialmente el efecto.

Incluso si la termodindmica de membranas ofrece una interpretacion correcta del siste-
ma macroscépico (celular), es necesaria una visién a nivel molecular. Por tanto, se llevaron
a cabo ‘simulaciones de dindmica 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 especificas en membranas de lipidos. Los resultados de SDM que se
presentan a continuacién forman parte del proyecto de maestria del M.C. Patricio Zapata Mo-
rin, en donde se colabord en el andlisis e interpretacién de los resultados. Los detalles de las
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DPPC DPPC + Cafeina DPPC + Tetracaina DPPC + Cafeina + Tetracaina

Figura 4.5: Imdgenes instantdneas de SDM del sistema DPPC-cafeina/TCC. (a) Membrana control
que muestra un sistema altamente ordenado. Los puntos en agul y rojo destacan la region polar de los
lipidos (oxigeno y nitrdgeno, respectivamente), las cadenas de puntos en azul claro corresponden a las colas
hidrofébicas. (b) La cafeina (amarillo) interactua principalmente con las cabezas hidrdfilas. (¢) La TCC
(blanco) se inserta dentro de la membrana desordenando considerablemente la organizacion de lipidos en
la region hidréfoba. (d) La combinacion de cafeina y TCC resulta en una membrana menos desordenada.
Estas imdgenes corresponden a simulaciones independientes cuyas posiciones fueron obtenidas a los 15 ns
después del inicio de cada simulacion.

simulaciones se mencionan al final del capitulo (véase ‘Metodologia experimental’).
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Figura 4.6: Mapas representativos de energia: Coulomb y Lennard-Jones. Estos fueron construidos
tomando la interaccion de una sola molécula de cafeina o TCC con cada uno de los lipidos de la cara superior
de la membrana (una matriz de 10x10 lipidos). Los mapas muestran la morfologia de los potenciales de
interaccion, permitiendo identificar el potencial mds profundo, i.e., de mayor interaccion, en cada sistema.
(a) Potencial de Coulomb para la cafeina. (b) Potencial de Lennard-Jones para la cafeina. (c) Potencial
de Coulomb para la TCC. (d) Potencial de Lennard-Jones para la TCC. Las escala en el plano X-Y estd en
unidades de lipidos (~0.8 nm).
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La figura 4.5 muestra imdgenes instantdneas de SDM de una pequefia zona de la parte
superior de la membrana de DPPC, y los sitios respectivos de interaccién con cafeina y TCC.
Esta imagen ilustra que la cafeina, con su alta naturaleza polar responsable de la interaccion
con las cabezas de los lipidos, produce un desorden de membrana mucho menor comparado
con el inducido por la TCC, la cual penetra dentro de la regién anfifilica. La figura 4.6 muestra
los mapas de energias de interaccion de Coulomb y van der Waals obtenidos de SDM, los cuales
confirman de forma cuantitativa las contribuciones respectivas en las interacciones membrana-
farmaco (cafeina o TCC). En efecto, la interaccién de coulomb (polar) predomina para la cafeina
(véase Fig. 4.6a), mientras que van der Walls o ‘Lenard-Jones’ (hidrofébica) para la TCC (véase
Fig. 4.6d). Esto confirma porqué la cafeina interactua principalmente con las cabezas polares
de los lipidos (véase Fig. 4.5b), mientras que la TCC con la regién anfifilica de la membrana
(véase Fig. 4.5¢). Por otra parte, cuando la cafeina y TCC se encuentra compitiendo en un mismo
escenario, debido a su interaccion de coulomb de largo alcance, la cafeina llega a la membrana
mas rapido 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
cafeina aumentan el empaquetamiento de las cabezas polares de los lipidos, impidiendo que
las moléculas de TCC se inserten mas alla de la regién polar de la membrana y reduzcan el
orden estructural (véase Fig. 4.5d).

Los protones y cualquier otro ién positivo como el Ca™? también son capaces de producir un
efecto de apantallamiento a las cabezas negativos de los lipidos, dando lugar a una disminucién
significativa en la repulsién electrostatica. Ademas, algunos estudios mencionan que el Ca™?,
por ser divalente, se une a los fosfolipidos a través de la unién de dos fosfatos de cabezas de
lipidos adyacentes [112], resultando en una membrana mas rigida lo cual se traduce en un
incremento en la T,, de la misma. Estos argumentos explican cémo el Ca? puede revertir la
accion 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 menciond anteriormente, el funcionamiento
normal de las células de esperma es fuertemente dependiente de las propiedades elasticas de la
membrana plasmatica [100], de modo que cualquier perturbacion en tales propiedades 6ptimas
se reflejaria 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 transiciéon
(T,,) de la membrana plasmatica del espermatozoide podria verse afectada de la misma manera
que las membranas modelo por estas drogas antagoénicas. Por lo tanto, debido a la correlacion
entre los tres distintos escenarios, nuestros resultados destacan nuevamente la participacién de
los lipidos sugiriendo asi un modelo alternativo que no necesita recurrir a proteinas de mem-
brana para explicar el efecto antagénico de la cafeina y Ca*? en contra de la anestesia.

Se ha demostrado que algunas proteinas de membrana del espermatozoide, importantes
para su funcionamiento normal, se encuentran situadas en dominios de lipidos que les confieren
una alta estabilidad [113]. Asi como en el capitulo anterior, pero en esta ocasiéon por medio
de un fenémeno méas complejo como es el “antagonismo” entre dos agentes, se sospecha que
tales dominios de lipidos juegan un papel principal mediante interacciones semiespecificas que
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Figura 4.7: Trayectorias promedio de cafeina y TCC obtenidas mediante SDM. (a) Trayectorias pro-
medio de cafeina (O) y TCC (o) en simulaciones independientes (diez moléculas para cada caso). (b) Tra-
yectorias promedio de ambas moléculas en la misma simulacion (cinco y cinco). Las lineas discontinuas
delimitan la region de la cabeza polar de los lipidos 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 funcién de ciertas proteinas.

El siguiente capitulo, a través de un estudio centrado en dichos dominios lipidicos, aborda
a su vez uno de los problemas que han cuestionado por mucho tiempo la participacion de los
lipidos en el mecanismo de la anestesia; el fenédmeno de cut-off de los n-alcoholes.
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4.5. Metodologia experimental

Preparacion de las muestras de espermatozoides. Los espermatozoides fueron extraidos
de ratones macho (CD1) de 3-5 meses de edad. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical y ambos epididimos fueron diseccionados y lavados en 2 ml de medio Whitten-Hepes
(WH), el cual comprende (en mM): 135 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgS04, 10 HEPES, 10 glucosa
y 1 piruvato de sodio a pH 7.3 (NaOH). El medio WH mantiene las condiciones fisioldgicas
del esperma de incubacién [114]. Se realizaron varias incisiones en el epididimo en solucién,
y se utilizé el método de ‘swim-up’ para separar el esperma con una motilidad superior al 90
% [115]. Por ultimo, la parte superior de la soluciéon que contiene los espermatozoides mas
motiles fue aislada en otro recipiente con el fin de evitar la contaminacién de los tejidos del
epididimo, consiguiendo, por tanto, una ‘suspension final’ de espermatozoides. Ademas, para
evitar el crecimiento bacteriano, se utilizé penicilina y estreptomicina como antibiéticos a una
concentracion de 1 % en cada muestra. Se realizé un estudio cuidadoso para asegurar que los
antibidticos no afectan la motilidad del esperma a esta concentracién. Mas detalles sobre el
aislamiento, preparacion y analisis 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, Numero Permiso: 457-10). Se hicieron todos los esfuerzos
para minimizar el sufrimiento de los animales. La ‘suspension final’ de espermatozoides fue
preparada como se describe a continuacion. Para el experimento de TCC-cafeina, realizado a
25°C, consistié de los grupos independientes: control sin tratamiento, con TCC (8 mM), con
cafeina (111 mM) y la combinacién TCC (8 mM) - cafeina (111 mM). Para el experimento de
TCC-Ca*?, realizado a 10°C, consistié de los grupos independientes: control sin tratamiento,
con TCC (8 mM), con CaCl, (200 mM) y la combinacién TCC (8 mM) - CaCl, (200 mM). Los
farmacos y el CaCl, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Cada experimento fue llevado a cabo
tres veces para el andlisis estadistico respectivo. La TCC fue disuelta previamente en sulféxido
de dimetilo (DMSO) a 14 mM y se verificé que la motilidad del esperma no fuera afectada por
este compuesto.

Preparacion de liposomas. Los liposomas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina
y acido dipalmitoil fosfatidico (DPPC/DPPA) (Avanti Polar Lipids) se prepararon en una rela-
cién molar 95:5 y a una concentracién total de lipidos de 3mg/ml (~4 mM). Los lipidos fueron
manipulados sin purificacién adicional. Es importante mencionar que el lipido poliinsaturado
mas abundante en la membrana plasmatica del espermatozoide el ratéon [100] presenta una
transicién de fusién (T,,) por debajo de la temperatura minima de trabajo de nuestro calori-
metro (-10°C). Por lo cual, optamos por trabajar con algunos de los lipidos mas comunes en
las membranas plasmaticas con una T,, por encima de 0°C; es decir, DPPC. El bajo porcentaje
de DPPA se utiliz6 para conferir carga negativa a los liposomas (a pH 7) y evitar la floculacidn,
promoviendo asi la estabilidad de los liposomas por mds tiempo. En primer lugar, se mezcl6 en
cloroformo la cantidad apropiada de lipidos para obtener las proporciones deseadas. La mez-
cla resultante se mantuvo bajo una corriente de nitrégeno para la evaporacién del solvente,
manteniendo la mezcla por encima de su T,, (50°C), la cual forma durante el proceso una
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pelicula completamente extendida en la parte inferior del matraz de fondo redondo. En se-
gundo lugar, la pelicula lipidica seca es hidratada con una solucién amortiguadora por encima
de la T,, que consta de las mismas condiciones fisioldgicas utilizadas anteriormente (medio
WH), y posteriormente es agitada por un vértex. A continuacidn, la suspension de lipidos es
sometida a varios ciclos de enfiamiento-calentamiento en un bafio de ultrasonido (60 W) por
encima de la T,, hasta alcanzar una solucién cristalina, resultando asi en liposomas unilami-
nares pequefios (SUVs). Cabe sefialar que este proceso de preparaciéon de SUVs tiene algunas
diferencias respecto al protocolo mencionado en el capitulo anterior. Esto se debe a distintas
necesidades técnicas y al hecho de que cada especie de lipido o mezcla de los mismos requiere
pequefias 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-
lucién amortiguadora de hidratacién) y concentraciones para el respectivo grupo experimental
del andlisis calorimétrico.

Calorimetria. Los termogramas fueron registrados una velocidad de barrido de 1°C/min.
Previo a su introduccion en el calorimetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a baja
presion (635 mmHg) durante 10 min a 25°C. El calorimetro (microcalorimetro, 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 realizé tinicamente 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, cafeina o Ca*? hallan
sido agregados en sus respectivas combinaciones, los resultados no son afectados. También se
verific6 que el DMSO, a la concentraciéon empleada (14 mM), no alterara el comportamiento
de fase de los liposomas.

Simulaciones de Dinamica 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 cafeina y TCC (cinco y cinco en el caso de la
combinacién) en un medio fisiolégico a 37°C. Debido a la baja concentracion de DPPA en los
experimentos, este lipido 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 cafeina de [117] y la TCC fue construida usan-
do el servidor en linea PRODRG (disponible en http://davapcl.bioch.dundee.acuk/prodrg/)
y SwissParam (http://swissparam.ch/). En la figura 4.6 se utilizé una interpolacion cubica de
orden 10 para suavizar los mapas de energia. Mientras que el ‘paso de tiempo’ para guardar los
pardmetros de la simulacion 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 alifdticos actian como anestésicos solo hasta una cierta longitud de
cadena (Cy_15), mds alld de la cual su actividad bioldgica desaparece (Z Ci3); co-
nocido también como fendmeno de “cut-off”. Aunque los principales sitios de accién
difieren entre las teorias propuestas para la anestesia, éstas a su vez postulan que el
efecto de los alcoholes resulta finalmente en una alteracion de la funcion de proteinas
involucradas en la neurotransmision. La dependencia funcional de dichas proteinas
de membrana con los ‘dominios’ o ‘balsas’ de lipidos, propone un nuevo escenario pa-
ra la comprension del cut-off y por tanto de la anestesia general. En este capitulo,
estudiamos de forma sistemdtica, mediante DSC, la interaccion de los n-alcoholes en
sistemas de lipidos homogéneos y heterogéneos (balsas de lipidos). Nuestros resultados
en membranas homogéneas demuestran un efecto diferencial del n-alcohol en funcion
de la especie lipidica de interaccion. Asi mismo, se llevé a cabo una caracterizacion
termotrdpica del sistema de balsas, cuya composicién y proporcion de lipidos es ba-
sada en la membrana de sinapsis. A través de un cut-off en el desplazamiento AT,,
(orden-desorden), hemos encontrado que el punto exacto de cut-off es estrictamente
dependiente de la especie de lipidos en interaccion. En contraste con el cut-off repor-
tado en la anestesia de renacuajos (C1,), que a su vez difiere con algunos reportes en
fosfatidilcolina (Cyp), nuestro estudio en balsas, asi como en distintas especies indivi-
duales de lipidos, expande nuestra comprension en la interaccion especifica existente
entre lipidos y fdrmacos.

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 homologa de alcoholes
alifaticos 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/EDs,, donde EDs es
la dosis para alcanzar el 50% del efecto). Eventualmente, sin embargo, la potencia anestésica
comienza a estabilzarse, y se alcanza un punto mas alld del cual desaparece; este fendmeno
se le conoce como “cut-off”. Para los alcoholes primarios, la potencia anestésica se estabiliza
justo después del 1-undecanol (C;;) y completamente desaparece después del tridecanol (C;3)
[118].

Puesto que las propiedades fisico-quimicas de los n-alcoholes, tales como la solubilidad en
lipidos, correlacionan con su potencia anestésica, uno podria esperar por tanto que tal correla-
cién fuese lineal a lo largo de toda la serie. Sin embargo, el hecho de que los alcoholes contintian
solubilizandose en bicapas de lipidos después de que su actividad bioldgica ha cesado, viola la
regla de Meyer-Overton y aparentemente suma en favor de una accién especifica en proteinas
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[16].

Alo largo de las ultimas décadas, el fenémeno del cut-off se ha atribuido a una accién tanto
en ‘lipidos’ como ‘proteinas’. En lipidos, se ha demostrado un cut-off en el ‘desorden de mem-
brana’ [12]; el pardmetro de orden en lipidos fue reducido por alcoholes anestésico (Cg 19 12),
mientras que los alcoholes no-anestésicos no lo alteraron significativamente (C;4), o bien, lo
incrementaron (Cy1g). El cut-off de la ‘temperatura de transicién de fase’ [15, 119]; a tra-
vés del desplazamiento hacia bajas o altas temperaturas de la T,, de membranas de lipidos se
observé un cut-off similar. El cut-off de ‘rompimiento de puentes de hidrégeno’ [120]; median-
te una competencia por puentes de hidrégeno con los lipidos de la membrana, se reporté un
cut-off en C;g, mientras que en Cy4 el efecto se reduce casi por completo. Por otro lado, en
proteinas, se han propuesto el cut-off a través de sitios de accion especificos en cavidades de
aminodacidos hidrofébicos expuestos hacia la fase acuosa, de tal manera que cuando el alcohol
excede el tamafio de dicha cavidad, la adicién de grupos metilo no incrementa mas su potencia
anestésica [121]. Este fendmeno ha sido explorado en una amplia variedad de canales i6ni-
cos involucrados en la neurotransmision. La accién inhibidora de alcoholes en los receptores
nicotinicos de acetilcolina de neuronas corticales (nAChRs) alcanzé un mdximo en C;q y se
redujo para cadenas mas grandes de carbonos [122], mientras que, en contraste, los alcoholes
de cadena corta de C;_4 mejoran su actividad y de Cs_;, la inhiben en nAChRs de Torpedo
[123]. Se ha encontrado que la potencia de inhibicién de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) incrementa exponencialmente para los alcoholes de C;_s, alcanzando un mdaximo en
Ce_g, v después desaparece abruptamente [124]. Para el receptor del acido y-aminobutirico
tipo A (GABA,), los estudios indicaron que la potenciaciéon de éste receptor por los alcoholes
exhibe un cut-off entre C;,_13, €l cual fue consistente con el efecto reportado en lipidos [121].
De la misma manera los receptores de kainato, AMP y 5-HT5 exhiben puntos de distintos de
cut-off y significativamente mas bajos que aquellos reportados en lipidos [121].

En general, las discrepancias entre los puntos de cut-off encontrados en los diferentes sis-
temas se alejan del cut-off fisiolégico encontrado en renacuajos entre C;5 y Cq4. Aunque cabe
la posibilidad de que este fendmeno, in vivo, haya sido subestimado por las condiciones expe-
rimentales e incluso sea un resultado particular del modelo biolégico empleado [12]. Ademas,
es evidente que tales observaciones en lipidos y proteinas no pueden consolidar, de forma inde-
pendiente, un mecanismo general para comprender el fenémeno del cut-off. En consecuencia,
algunos autores han sugerido que los alcoholes actian sobre el anillo de lipidos que rodean
las proteinas de membrana [125, 126]. Estos modelos postulan que los alcoholes o bien inte-
rrumpen la interaccién lipido-proteina, por ejemplo, mediante la alteracién de los puentes de
hidrégeno entre las proteinas y los grupos de las cabeza de lipidos [127], o alteracién del orden
de los lipidos en un subdominio alrededor de la proteina [125]. Actualmente, a estos dominios
los conocemos como ‘balsas de lipidos’, sin embargo, no existen estudios que aborden de forma
puntual el fendmeno de cut-off de los n-alcoholes bajo la ‘hipétesis balsas de lipidos’.




54 5.3. Efecto de los n-alcoholes en balsas de lipidos ‘modelo’

5.3. Efecto de los n-alcoholes en balsas de lipidos ‘modelo’

5.3.1. Caracterizacion de los sistemas lipidicos

En este trabajo se estudian las especies de lipidos mds importantes de la membrana sinaptica
de cerebro de rata [128, 129]. Dentro de los elementos mas predominantes en balsas de lipi-
dos podemos encontrar a los siguientes: 1,2-Dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC),
N-stearoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (SM), colesterol (Chl) y el gangliésido GM;. El 1,2-
dioleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (DOPC) es el representante principal de los lipidos fuera de
balsa. Con el fin de hacer una comparacion adicional con la estructura molecular de los lipi-
dos antes mencionados, se realizaron algunos experimentos con 1,2-Dimiristoil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina (DMPC).
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Figura 5.1: Caracterizacion termotrépica de membranas homogéneas y heterogéneas. (a) Termo-
gramas de membranas homogéneas (T,,): DMPC (24.2°C,/\), SM (35.9°C, O) y DPPC (41.4°C, D).
(b) Termogramas de membranas heterogéneas (T,,s): SM/Chl (38.77°C, ), SM/Chl/DPPC (37.70°C,
A), SM/Chl/DPPC/GM, (42.52°C, ), SM/Chl/DPPC/DOPC (27.44°C, 00), SM/Chl/DPPC/DOPC/GM,
(31.61°C, o). (c) Acercamiento en la region sefialada en b. Los liposomas MLV fueron preparados en 10 mM
de solucién amortiguadora HEPES, pH 7. En todos los casos la concentracion total de lipido se mantuvo en
4 mM. Las respectivas mezclas de lipidos fueron realizadas en las proporciones correspondientes a balsas de
membrana sindptica [128, 129].

En la figura 5.1a se muestran los termogramas caracteristicos de liposomas MLV homogé-
neos de DMPC, SM y DPPC, cuyas transiciones individuales son T,, = 24.2, 35.9 y 41.4°C =
0.1°C, respectivamente. En la figura 5.1b se ilustran los termogramas caracteristicos de mezclas
de lipidos cada vez mds complejas hasta alcanzar el ‘modelo de balsas’ sindpticas. Cabe men-
cionar que a lo largo de las distintas mezclas de lipidos, 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 relacién molar 2:1 SM/Chl, la T,, es desplazada ~2.8°C hacia altas
temperaturas, ademas de presentar un incrementando en el ancho de la transicién y una reduc-
cion en su altura (c,), 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 lipidos [130]. Posteriormente, se observéd que la
inclusiéon de DPPC, en una relacién molar 2.1:1:6.8 SM/Chl/DPPC, sorprendentemente no in-
duce cambios significativos en la T,,. Sin embargo, puesto que el DPPC participa en una mayor
proporcidn, tnicamente 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 constitucion lipidica de las balsas bioldgicas [131], en donde dichos lipidos se encuentran
presentes exclusivamente en la ldmina extracelular de las mismas (principalmente conformada
por lipidos neutros), en la mayoria de los eucariontes [130]. Las balsas de lipidos neuronales
contienen en particular un gangliésido (GM;) que ultimamente se ha encontrado involucra-
do en muchos procesos celulares [130]. La inclusidon de dicho gangliésido al sistema anterior,
en una relacion molar 1.6:0.8:5.1:2.1 SM/Chl/DPPC/GM;, produce un incremento de ~5°C
en la T,,, asi como un incremento aun mayor en su cooperatividad. Hasta este punto, hemos
observado gradualmente el comportamiento termotrépico de un sistema que va adquiriendo
la composicién de balsas sindpticas. Sin embargo, atin no existe la formacién de dominios de
lipidos.

Por otro lado, para consolidar la formacidn y caracteristicas propias de un sistema de balsas
(dominios de lipidos), es necesario introducir al menos un lipido que no sea soluble en ellas,
es decir, que induzca la una separacidn de fases entre él (estructura liquido-desordenada) y el
resto de los lipidos que conforman la balsa (estructura liquido ordenada). E1 DOPC es el lipido
mas abundante de la ldmina extracelular de las membranas de eucariontes, y que ademas, por
ser insaturado, se encuentra fuera de balsas [130]. La figura 5.1b muestra ademds un sistema
de balsas consolidado con y sin la participacion del gangliésido GM;, 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/GM;. A partir
del sistema SM/Chl/DPPC (37.7°C), podemos notar que la presencia del DOPC induce una
reduccién de ~10°C enla T,,, acompafiada de una disminucion dramatica en su cooperatividad.
Sin embargo, de este dltimo sistema SM/Chl/DPPC/DOPC (27.44°C), la presencia del GM;
eleva ~4°C su T,,. Por lo tanto, el sistema final de balsas modelo es SM/Chl/DPPC/DOPC/GM;
(31.61°C), en donde cada especie lipidica juega un papel determinante para sus caracteristicas
termotrdpicas. A la fecha no existen reportes de un sistema mds completo de ‘balsas de lipidos
modelo’, tanto en composicion como proporciones adecuadas a lo bioldgico.

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

Como vimos en capitulos anteriores, el DPPC es una de las especies de lipidos mas abundan-
tes en las membranas plasmadticas [39]. Sin embargo, resulta interesante investigar su contribu-
cién 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 (Cg_;¢) en membranas de DPPC. El cut-off en este sistema homogéneo se encon-
tré entre C;o y C1;, mostrando un efecto de desordenamiento y sobreordenamiento respecto al
control, respectivamente. Asi mismo, se observa una disminucién gradual en la cooperatividad
respecto al control, independientemente del alcohol y de su efecto. Es importante mencionar
que las concentraciones anestésicas (EDsy) de los n-alcoholes son del orden de micromolar
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[118], comparado con la concentracion usada en este experimento (1 mM). Sin embargo, asi
como en lo demostrado en capitulos 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 concentracidn, de tal manera que usar 1 mM tnicamente
escala el mismo efecto inducido a bajas concentraciones (EDsg). 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 (Cg).
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Figura 5.2: Estudio del cut-off en membranas de DPPC. Control (41.4°C, o) y la serie de n-alcoholes
de cadena larga: 1-octanol (Cg, 39.5°C, O0), 1-nonanol (Cg, 37.5°C, ), 1-decanol (Cyq, 38.3°C, v/), 1-
undecanol (Cyq, 42.9°C, o), 1-dodecanol (Cy,, 46.5°C, ), 1-tetraecanol (Cy4, 47.3°C, =), 1-hexadecanol
(Cq¢, 48.8°C, 7). Los liposomas MLV fueron preparados en 10 mM de solucion de amortiguamiento HEPES,
pH 7. En todos los experimentos se mantuvo la misma relacion molar 4:1 lipidos /alcohol.

Puesto que el cut-off en el DPPC esta desplazado dos carbonos hacia abajo respecto al repor-
tado fisiolégicamente (C;5), es importante comparar el efecto de estos alcoholes en distintos
sistemas homogéneos, con el fin de obtener informacién puntual de su interaccion con distintas
especies de lipidos. Realizando dicho estudio en membranas de DMPC, SM y DPPC, la figura
5.3a demuestra un cut-off dependiente de las caracteristicas moleculares de cada uno de los
lipido en cuestidn, y a su vez ilustra que los desplazamientos AT,, son distintos para un mismo
alcohol. Por ejemplo, mientras que C;y desordena las membranas de DPPC (AT,, <0), ordena
las de DMPC, generando un efecto incluso mayor en SM. Estos hallazgos demuestran que la
interaccién de los n-alcoholes es ‘lipido-dependiente’.

Continuando con la exploracién ‘lipido-dependiente’ del cut-off, la figura 5.3b muestra una
comparacion de los efectos de C; y C1, en las membranas heterogéneas presentadas en la figura
5.1. Cabe senalar que el caso SM/Chl no es presentado en este apartado ya que su transicién de
fase posee tan baja cooperatividad que la adicién de cualquier alcohol desaparece la sefial por
completo. Tomando como referencia el caso de ‘balsas modelo’ (SM/Chl/DPPC/DOPC/GM;)
podemos observar que la ausencia de GM; 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 AT,, de membranas de DMPC, SM y DPPC. La linea punteada sefiala el punto
de cut-off para cada caso. (b) Comparativa del efecto de C1q y Cy5 en el AT,, de las mezclas de lipidos
SM/Chl/DPPC, SM/Chl/DPPC/DOPC, SM/Chl/DPPC/DOPC/GM, y SM/Chl/DPPC/GM,. Los liposomas
MLV fueron preparados en 10 mM de solucién de amortiguamiento HEPES, pH 7. En todos los experimentos
se mantuvo la misma relacién molar 4:1 lipidos /alcohol.

De forma similar, la remocién de DOPC al sistema de balsas, amplifica los efectos de ambos al-
coholes, sin embargo, el efecto causado por C; es significativamente menor que el observado
en el caso sin GM;. Finalmente, la remocién tanto de GM; como DOPC mantienen el AT,,
de C;,, mientras que el efecto causado por C;, es casi nulo. Como era de esperarse, la parti-
cipacion de cada lipido inducen cambios en la interaccién 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 gangliésido GM; .

5.4. Especulacion molecular del cut-off fisiologico

Todo parece indicar que cada especie lipidica 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 acilica (DMPC, 14:0 y DPPC,
16:0), sus valores de T,, 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 C;q (AT,,<0), mientras que este mismo
alcohol genera el efecto opuesto en las de DMPC (AT,,,>0). Este resultado podria 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 lipido y disminuirla la de otro. Sin
embargo, si la temperatura de transicion de fase fuera suficiente para entender este fenémeno,
uno deberia encontrar que C;; induce un efecto intermedio en las membranas de SM, cuya
T,, es intermedia al DMPC y DPPC (35.9°C). A pesar de que los tres lipidos 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 ultimo parece ser el inico 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
electroestdtica con los grupos cerdmica de tal forma que la cohesién del sistema alcohol-SM
incrementa. Esos argumentos a su vez explican los distintos puntos de cut-off dependientes de
la estructura molecular del lipido.

Por otro lado, conforme los sistemas se vuelven mds 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 C; y Cg, se puede observar que
la participacién del Chl y DPPC genera una reduccién considerable del efecto del C;,, siendo
apenas significativo y opuesto para C;y (ver Fig 5.3b). Ademds, es interesante que el efec-
to pronunciado de ambos alcoholes en el sistema SM/Chl/DPPC/GM; (42.5°C), sea reducido
considerablemente por la participacién del DOPC. Como se demuestra en la figura 5.1b, la adi-
cién de DOPC al sistema SM/Chl/DPPC/GM; genera una reduccién en la T,, de casi 11°C, i.e.,
el nuevo sistema es mas fluido. Esto puede explicar que el DOPC, el cual constituye la fase
liquido-desordenada, sea capaz de amortiguar el efecto de C; y C15 (ver Fig 5.3b).

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

Como se menciond al inicio de este capitulo, la gran variabilidad en los cut-offs encontrados
en estudios de proteinas, 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
proteinas transmembranales estdn asociadas a distintos tipos de dominios de membrana [136].
Ademads, otros trabajos muestran la existencia balsas de lipidos con especies particulares de
gangliosidos [137]. Asi mismo, resulta altamente probable que cada receptor involucrado en la
neurotransmisién, esté asociado a dominios con diferencias sutiles en su composicion lipidica,
tales que sus propiedades fisico-quimicas dicten el umbral con el que estos dominios puedan
ser perturbados por un farmaco y modificar la funcién de la proteina.

En el siguiente capitulo, con el fin de profundizar en la hipétesis de balsas, realizamos un
estudio biofisico-bioquimico de la anestesia en membranas cerebrales.
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5.5. Metodologia experimental

Preparacion de liposomas. Todos los lipidos (DPPC, SM, Chl, DOPC y GM;) fueron ad-
quiridos en Avanti Polar Lipids, manipulados sin previa purificacién. La SM fue adquirida de
extracto de cerebro de cerdo, cuya especie mas abundante son 18:0 en 50%, 24:1 en 21%,
seguida de especies con porcentajes irrelevantes. Esta pequefia distribucién de especies es la
causa de una transiciéon amplia (baja cooperatividad) respecto a las transiciones comtinmente
estrechas (alta cooperatividad) en especies puras de lipidos (ver Fig. 5.1). La mezcla de lipi-
dos requerida fue disuelta en exceso de tert-butanol y posteriormente liofilizada. La mezcla de
lipidos resultante fue resuspendida en una mezcla diclorometano/metanol a una relacién 1:1
v/v, en la cual se agregd la cantidad necesaria del respectivo n-alcohol. Los alcoholes sélidos
(>C;,) a temperatura ambiente, fueron solubilizados por una mezcla CHCl;/MeOH a una re-
laciéon molar 2:1 v/v. En el caso de una sola especie de lipidos no fue necesario el proceso de
liofilizacién. Posteriormente, la mezcla lipidos-alcohol se mantuvo bajo una corriente de nitré-
geno para la evaporacion de los solventes, en agitacion permanente y temperatura constante
(500 rpm, 60°C), durante ~40 min para un volumen aproximado de ~3 ml. Este proceso forma
una pelicula completamente extendida en la parte inferior del frasco, la cual es hidratada con
una solucién amortiguadora por encima de la T,, de los lipidos (Agua Milli-Q, 10 mM HEPES,
pH 7, ~50°C). Seguido a esto, la suspensién fue agitada inmediatamente por un vortex para
asegurar el desprendimiento de la pelicula de lipidos. Esta suspension es agitada por 30-60 mi-
nutos (500 rpm, ~50°C) para producir finalmente vesiculas multilaminares (MLVs). Todas las
mezclas de lipidos fueron ajustadas a una concentracién de 4 mM, y para los alcoholes una con-
centracion de 1 mM, dando como resultado una relaciéon molar constante 4:1 lipidos/alcohol.
Cabe senalar que todas las mezclas de lipidos mencionadas a lo largo del texto fueron tomadas
de las proporciones de lipidos de membrana sindptica de cerebro de rata [128, 129].

Calorimetria. Los termogramas fueron registrados a una velocidad de barrido de 1°C/min.
Previo a su introducciéon en el calorimetro, las muestra de liposomas fueron degasificadas a
baja presion (635 mmHg) durante 10 min a 3°C. Todos los experimentos se midieron a presién
constante (3 atm). El calorimetro (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 calorimetria, las muestras
fueron equilibradas térmicamente durante 5 min a 4°C. Los barridos fueron realizados de 0°C
a 60°C. Cada experimento se llevo a cabo tinicamente 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 fisicas de las balsas de lipidos en membranas modelo. Sin embargo, a la fecha,
se desconoce si dicha desestabilizacion puede afectar la interaccion lipido-proteina en
membranas cerebrales. En este capitulo, se analizaron los efectos producidos por el
anestésico general pentobarbital (PB) en las membranas plasmdticas y balsas de lipi-
dos cerebrales in vivo. Se caracterizd, por primera vez, el comportamiento termotropico
de las membranas plasmadticas, sinaptosomales y balsas de lipidos de cerebro de rata.
Hemos encontrado que la temperatura de transicion de fase (T,,) de la parte lipidica
es cercana a la temperatura fisiologica. Ademds, hemos demostrado, por primera vez,
que la PB disminuye la T,, de membranas plasmdticas y balsas de lipidos, sugiriendo
una alteracion de la estructura lipidica. Posteriormente, se llevé a cabo un estudid del
efecto de la PB en la composicion proteica de las balsas lipidicas. Nuestros resultados
muestran una reduccion de la proteina total asociada a balsas, con una mayor reduc-
cion del receptor NMDA en comparacion con el receptor GABA,. Ambos receptores son
considerados los principales sitios de accion de PB. En general, nuestros resultados su-
gieren que las balsas de lipidos pueden ser mediadores plausibles en accién anestésica,
brindando soporte a la idea de que los anestésicos modifican, de forma ‘semiespecifi-
ca’, las propiedades fisicas de las dichas balsas, lo cual a su vez altera la afinidad de
canales idnicos particulares a estos dominios para una funcion especifica.

6.2. La hipotesis de ‘balsas de lipidos’

Reportes recientes destacan la participacion de las balsas de lipidos en muchos procesos
biolégicos. Ejemplos de estos son: fusidon de virus [138], modulacién inmune [139], cancer
[140], Alzheimer [141], endocitosis [ 142], activacién de células T [ 143] y sefializacién de neu-
rotransmisores [ 144]. La razon para estudiar tales estructuras de lipidos es porque el modelo
clasico de ‘mosaico fluido’ de Singer-Nicolson de la membrana celular (como una estructura
homogénea) no puede explicar en muchos casos la interaccion receptor-efector.

Las balsas de lipidos son pequefias (10-200 nm), heterogéneas, altamente dindmicas, do-
minios de membrana enriquecidos con esteroles y esfingolipidos capaces de compartimentar la
distribucién espacial de los receptores y sus efectores préximos en la membrana [131]. Ellos for-
man, a temperaturas fisioldgicas, una estructura altamente ordenada (fase liquido-ordenado,
L,) con caracteristicas intermedias entre gel y la fase liquido-cristalina, en coexistencia con el
resto de la membrana (fase liquido-desordenada, L;). La alta afinidad de algunas proteinas a
estos microdominios facilita la formaciéon de complejos y la activacion de vias de sefializacion
especificas [145].

Como se ha discutido en capitulos previos, la anestesia es uno de los tantos problemas de la
neurociencia estudiados bajo el paradigma del ‘receptor-ligando’. Sin embargo, la implicaciéon
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de recurrir a dicha tradicién sin la participacion de los lipidos, en la mayoria de los casos, es la
fuente de confusion en la comprensiéon de mecanismos celulares inequivocos [146].

Recientemente, algunos estudios realizados en membranas artificiales [147] o de eritrocito
[148] sugieren que las balsas de lipidos podrian mediar la respuesta anestésica a través de la
alteracién de las propiedades fisicas de los lipidos. Esto, en neuronas, podria afectar a su vez
las funciones normales de receptores implicados en la neurotransmisién. De hecho, y dando un
crédito parcial a esta hipoétesis, los canales ionicos activados por ligando como el NMDA [149]
y GABA, [150], relacionados con la anestesia, se han encontrado asociados a tales dominos de
lipidos [144]. Actualmente, no existen estudios que demuestren el efecto fisico-quimico de los
anestésicos en membranas cerebrales, asi como su efecto en la asociacion balsa-receptor.

En el presente estudio adoptamos, por primera vez, la ‘hipétesis 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 caracterizaciéon termotrépica (DSC) de las
membranas plasmaticas, sinaptosomales y balsas de lipidos de cerebro de rata. Encontramos
que el PB induce alteraciones estructurales en el medio de lipidos y modifica a su vez el per-
fil energético de desnaturalizacion de las proteinas inducido por calor, tanto en membranas
plasmaticas como en balsas lipidicas. Ademads, nuestros resultados muestran que el desorden
inducido en la membrana correlaciona fuertemente con una reduccion de la proteina total aso-
ciada a balsas de lipidos durante el estado de anestesia, en particular los receptores de NMDA
y GABA,, los cuales han sido postulado con sitios especificos para el PB. Estos resultados ex-
perimentales pueden abrir un nicho para futuras investigaciones al considerar a las balsas de
lipidos como mediadoras en la accidn anestésica.

6.3. Caracterizacion termotrdpica de membranas cerebrales

La calorimetria de membranas biolégicas 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 termotréopico de las membranas cerebrales se aislaron
membranas plasmaticas [ 156], sinaptosomales [ 157] y balsas de lipidos [ 158] (véase ‘Metodo-
logia experimental’ al final del capitulo). Las T,,’s correspondientes a la fase lipidica de todas
las membranas cerebrales se encontraron en el intervalo de 26-27°C, excepto las balsas de lipi-
dos con una T,, 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 comparacion de la escala
de capacidad calorifica (Cp) entre diferentes membranas. Por tanto, las unidades de capacidad
calorifica para las membranas bioldgicas son siempre ‘arbitraria’, debido al desconocimiento
tanto de la concentracién total como del peso molecular promedio de todos los componentes
implicados. Los perfiles de transicion de lipidos son completamente reversibles, tal como se
observé en un segundo barrido (datos no mostrados); donde las proteinas son desplegadas de
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forma irreversible y aparece unicamente el perfil de transicién de lipidos. Las transiciones de
lipidos ‘amplias’ y de ‘baja amplitud’ ocurren debido a la baja cooperatividad como resultado
de la gran variedad de componentes lipidicos en el sistema. Se sabe que las balsas comprenden
lipidos de temperatura de fusién alta (saturados) y colesterol, por lo que es de esperarse un
valor mas alto de T,, que las otras membranas, las cuales contienen lipidos de temperatura de
fusion baja (insaturados) en las regiones no-balsa. El perfil caracteristico del desplegamiento de
proteinas corresponde a temperaturas superiores a 40°C para cada membrana. Es importante
tener en cuenta que la técnica DSC es altamente susceptible a la composicidn y concentracion
de lipidos y proteinas, por lo que el perfil lipido-proteina caracteristico 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 bioldgicas, en particular las membranas cerebrales,
se encuentran en la fase fluida a temperatura fisioldgica (T,). Esto implica que la composicion
lipidica de membrana es responsable de la T,, ligeramente por debajo de T,,.

Membrana Total

Plasmatica

Sinaptosomas

Cp (u.a.)

Balsas de Lipidos

20 40 60 80

Temperatura (°C)
Figura 6.1: Caracterizacion termotropica de membranas cerebrales. La T,, de la fase lipidica para
todas las membranas cerebrales se encuentra en el intervalo de 26-27°C £ 0.2°C, excepto las balsas de
lipidos con una T,, mayor de 32.19°C %+ 0.22°C. Las temperaturas superiores a ~40°C muestran el perfil
de desplegamiento de proteinas caracteristico. Todos los termogramas son resultados representativos de al
menos 3 experimentos.
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6.4. Influencia del PB en la fisico-quimica de membranas ce-
rebrales

6.4.1. Fendmeno de DPF en membranas plasmaticas cerebrales

El fendmeno de depresién del punto de fusién (DPF) inducido por agentes anestésicos, el
cual implica desorden de membrana, ha sido reportado solo en membranas de lipidos artificiales
[159, 160]. Sin embargo, no existe evidencia previa que justifique tal fendmeno en membranas
bioldgicas, en particular, en membranas plasmadticas neuronales. En dicho estudio se llevaron
a cabo aislamientos de membrana plasmatica cerebral con el fin de explorar los cambios ter-
motrépicos inducidos por el PB (3 mM) en el perfil de lipidos y proteinas (véase Fig. 6.2a).
La suspensién de membranas plasmadticas fue incubada con PB previo a la medicién de DSC.
Se observo una disminucién en la T,, de los lipidos (AT,, ~ -1.8°C £ 0.4°C) con respecto al
control. Este resultado ilustra un aumento en el desorden de los lipidos de membrana debido
al PB. También se observa que PB aumenta la entalpia calorimétrica (area bajo la curva) del
perfil de desplegamiento de proteinas (véase Fig. 6.2a). Tal aumento de cohesién puede ser
causado por cambios estructurales o agrupamientos de proteinas durante el tratamiento de PB
(este hecho sera discutido mas adelante). El resultado anterior demuestra el desorden de la
fase lipidica de las membranas plasmaticas inducido por PB. A continuacién, nos centraremos
particularmente en el efecto que este anestésico produce sobre las balsas de lipidos.

6.4.2. Estabilidad ‘lipido-proteina’ de balsas de lipidos

Para estudiar, in vivo, el efecto de la anestesia de PB en las balsas de lipidos, estas fueron
aisladas a partir de cerebro de rata en estado de anestesia, a través del método ‘libre de deter-
gente’ [158] (véase ‘Metodologia experimental’). En primer lugar, el andlisis termotrépico de
estas balsas muestra una disminucién pequefia pero significativa de la T,, de los lipidos (AT,
~ -1.15°C £+ 0.57°C), de ratas tratadas con PB comparadas con su control (ver Fig. 6.2b). El
desorden de lipidos asociado a esta reducciéon de T,, puede atribuirse a: 1) residuos de PB en
las balsas de lipidos después del proceso de aislamiento, o 2) durante el estado de anestesia,
la PB desestabiliza las balsas de lipidos reduciendo la cantidad de proteinas asociadas, y co-
mo resultado, la cohesidn natural de dichas balsas disminuye. Consideramos que la segunda
hipétesis es mds plausible puesto que si realizamos una segundo barrido en balsas de lipidos
control (después del desplegamiento de proteinas ocurrido en el primer barrido) (ver Fig. 6.2c),
la sefial de lipidos muestra una reduccién significativa de la T,, (AT, ~ -11.27°C £ 0.47°C).
Es importante mencionar que después del segundo barrido, la sefial de lipidos prevalece sin
alteraciones en barridos posteriores. Curiosamente, esta diferencia entre el primer y segundo
barrido fue apenas significativa en membranas plasmaticas (datos no mostrados). Estos resul-
tados sugieren que para balsas de lipidos, 1a T,, de la fase lipidica depende en forma importante
de la conformacidn estructural y cantidad de proteinas asociadas.
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Figura 6.2: Influencia de PB en la estabilidad lipido-proteina de membranas cerebrales. (a) El PB
induce cambios estructurales en membranas plasmdticas; fenomeno de DPS de la fase lipidica. El recuadro
interno muestra un acercamiento de la transicién de fase de lipidos. La T,, 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 T,, de las balsas de lipidos fue 32.19°C + 0.22°Cy 31.04°C £ 0.35°C para los casos control y
PB, respectivamente. Los termogramas individuales fueron normalizados respecto al punto medio entre las
sefiales de lipidos y proteinas. Los datos son representados como el promedio & SEM; n = 3 (3 cerebros cada
uno). (¢) La T,, de la fase lipidica de balsas depende de la conformacién estructural de la proteina. Después de
calentar hasta 90°C en la primer barrido (modo calentamiento) donde se despliegan las proteinas (transicion
irreversible), el segundo barrido muestra una disminucion significativa en la T,, de la fase lipidica. La T,,
de la fase lipidica 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 reduccién en el perfil de desplegamiento de proteinas de la figura 6.2b parece indicar
que la proteina total presente en las balsas de lipidos disminuye durante el estado de anestesia.
Para demostrar lo anterior, se emple6é un método basado en el uso de detergente [161] que
permite separar las balsas de lipidos y una fraccién enriquecida con la ‘densidad postsindptica’
(DPS) sin balsas. El marcador de balsa lipidicas Caveolin-1 y el gangliésido GM; se concentran
en la fraccién 2, mientras que la proteina TfR, que no estd asociada a balsas, no esta presente en
dicha fraccién (ver Fig. 6.3a). Como se menciond anteriormente las subunidades del receptor
NMDA se encuentran en las fracciones de balsas de lipidos y en la enriquecida con DPS (sin
balsas). La concentracién de proteina total fue determinada por la prueba Bradford en balsas
aisladas de ratas control y anestesiadas previamente. Las balsas de lipidos de ratas anestesiadas
presentaron una menor concentracion de proteinas, aproximadamente del 35% en compara-
cién con el control (ver Fig. 6.3b). También se observd que la concentracién de proteina en la
DPS y fraccién soluble no mostré cambios significativos. Ademas, para determinar si el cambio
en la proteina total fue debido a una disminucién general en la cantidad de balsas de lipidos,
se midié la cantidad de gangliésido GM; en la fraccién de las balsas de lipidos (ver Fig. 6.3c).
Sin embargo, no se detecté una disminucion significativa en la cantidad de este lipido, lo que
sugiere que el PB altera la interaccién de las proteinas con balsas de lipidos sin modificar la
cantidad de estos ultimos. En conjunto, estos datos indican que la anestesia con PB induce una
disminucidn de la proteina total asociada a las balsas de lipidos.
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Figura 6.3: Efecto de la anestesia en la cantidad de proteina total en balsas de lipidos. Los cerebros
de rata fueron extraidos 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 proteinas indicadas. Las fracciones también se analizaron para el gangliésido GM;
(ensayo de dot-blot utilizando la toxina del cdlera). (b) La concentracion total de proteinas (Bradford) se
analizo en las fracciones de balsas de lipidos y en las enriquecidas con DPS, aisladas de animales control y
anestesiados (PB). (c¢) El GM; se analizé (dot blot) en un volumen igual de la fraccion de balsas de lipidos.
Los grdficos muestran la concentracion de proteinas y el andlisis de densitometria 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. Asociacion de los receptores NMDA y GABA, con balsas de lipidos

Algunos estudios han demostrado que los anestésicos generales potencian la funcién del
receptor acido y-aminobutirico tipo A (GABA,) [162] y/o inhiben los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) [163, 164]. Para evaluar el efecto de PB en la asociacion de estos receptores
con balsas lipidicas, se cargd la misma cantidad de proteina total para ser analizada por Western
blot. Esto significa que compensamos la disminucién de la cantidad total de proteina en las
balsas de ratas anestesiadas para evaluar particularmente los cambios en la concentracién de
los receptores NMDA y GABA,. Hemos encontrado que PB disminuye atin mas la cantidad de las
subunidades NR1 y NR2B del NMDAR en las balsas de lipidos en comparacién con la actina o la
subunidad a del receptor GABA, (ver Fig. 6.4a). No se detectaron cambios significativos en la
DPS o fraccién soluble (ver Fig. 6.4b y c). Los niveles de los receptores GABA, fueron similares
en el control y ratas anestesiadas, lo que significa, por tanto, que este receptor se reduce solo
un ~30% en la cantidad de proteina total de la fraccién de balsas de lipidos.

Los resultados previos fueron confirmados por el método ‘libre de detergente’ [158], usado
en los experimentos de DSC para balsas de lipidos. Este método, que implica una resuspension
en un amortiguador a 0.5 M de bicarbonato (pH ~11), rompe las membranas celulares en
pequeiios fragmentos, despojandolos de proteinas citosdlicas. El homogenado fue fraccionado,
sin la eliminacién de los extractos solubles, por centrifugacién en un gradiente discontinuo de
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Figura 6.4: Efecto de la anestesia en la asociacion de los receptores NMIDA y GABA, con balsas de
lipidos. (Protocolo con detergente) Las balsas de lipidos de cerebro de ratas control y anestesiadas con PB
fueron extraidas en 1% Triton X-100 y separadas en un gradiente de densidad de sacarosa. Después de la
determinacion de proteina total, se analizaron por Western blot cantidades iguales de proteinas de balsas
de lipidos (a), DPS (b) y extracto soluble (c¢), para las proteinas indicadas; subunidades NR1 y NR2B del
NMDAR, y a de GABA,). Los grdficos muestran la lectura espectrofotométrica y el andlisis de densitometria
dot-blot normalizado por actina (media + SEM), expresado como la razon 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 lipidos de baja densidad a partir de membranas de alta den-
sidad (ver Fig. 6.5a). De forma similar, la anestesia con PB reduce la asociacién de proteinas
con balsas de lipidos sin cambiar la cantidad de GM; (ver Fig. 6.5b). Se cargd la misma concen-
tracién de proteina total para analizar de forma particular la cantidad de NMDAR por Western
blot. También se encontrd que el PB disminuye en un grado mayor la cantidad de subunidades
NR1 del NMDAR en esta fracciéon (ver Fig. 6.5c). Por lo tanto, ambos métodos de extraccion
de balsas de lipidos, con y sin detergente, y pese a sus diferencias en la pureza/eficiencia de
extraccion, confirman la reduccion de proteina asociada a dichas balsas, en particular de los
receptores NMDA y GABA,.

Por otra parte, la anestesia con PB disminuy6 la cantidad de NMDAR en la fraccién de bal-
sas de lipidos pero no se detecté un aumento significativo en la fraccion de DPS. Esto podria
significar que el PB indujo una remocién del NMDAR de la sinapsis. Para hacer frente a esta
hipétesis, se aislaron sinaptosomas [157] de ratas control y anestesiadas. Se evalud la cantidad
de este receptor en la fraccién 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 inyeccion
intraperitoneal de PB, no existe endocitosis del NMDAR en la sinapsis.

6.5. El desorden de membrana y su implicacion en las balsas
de lipidos

Una gran cantidad de estudios de DSC han demostrado que los lipidos de las membranas
bioldgicas existen exclusivamente en fase fluida a temperaturas fisiologicas (T,). Sin embargo,
la T, de estos lipidos puede ir en un rango amplio de temperatura por debajo de T,, dependien-
do de la célula e incluso el organelo [151]. Por ejemplo, se sabe que las membranas internas
mitocondriales de higado de rata tienen una transicion de fase gel-fluido amplia y reversible
centrada en 0°C, siendo validada por extractos de lipidos puros [ 133]. Sin embargo, en el mismo
organelo, se ha reportado que la transicién de la membrana externa se produce a una tempera-
tura ligeramente mas baja que la transicion de la membrana interna (~10°C) [134]. En primer
lugar, estos resultados mostraron que la membrana interna es mds rigida que la membrana ex-
terna, y en segundo lugar, que cada tipo de membrana biolégica posee diferentes propiedades
fisicas criticas para llevar a cabo sus funciones normales.

Como se describi6 anteriormente, nuestros resultados proporcionan por primera vez una ca-
racterizacion termotrépica de membranas plasmadticas cerebrales y balsas de lipidos. De manera
interesante, la transicion de fase (T,,) del medio lipidico se produce a temperaturas relativa-
mente mas altas respecto a otras membranas bioldgicas, mostrando una amplia transiciéon muy
cerca de la temperatura fisioldgica (T, & 37°C). El hecho de que las membranas cerebrales se
encuentren cerca de la transicién implica que pequefias perturbaciones pueden ser capaces de
desencadenar cambios considerables en las constantes elasticas de la membrana. Este hallazgo
provee a su vez uno de los requisitos termodinamicos fundamentales detras del ‘modelo del
solitén’ [22] para el impulso nervioso (véase Capitulo 1).
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Figura 6.5: Efecto de la anestesia en la asociacion del receptor NMDA con balsas de lipidos. (Proto-
colo sin detergente) Las balsas de lipidos de cerebro de ratas control y anestesiadas con PB fueron extraidas
en un amortiguador de NaHCO5 (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 proteina indicada; subunidad NR1 del NMIDAR. Las fraccio-
nes también se analizaron para el gangliosido GM; (ensayo de dot-blot utilizando la toxina del cdlera). (b)
La concentracion total de proteina (Bradford) se analizé para las fracciones de balsas de lipidos y en las
enriquecidas con DPS, aisladas de animales control y anestesiados (PB). El GM; se analizé (dot blot) en un
volumen igual de la fraccién de balsas de lipidos. El grdfico muestra la concentracion de proteinas y el andlisis
de densitometria 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 determinacion de proteina
total, se analizaron por Western blot cantidades iguales de proteinas de cada fraccién (excepto la fraccién
1), para la misma subunidad NR1. El grdfico muestra la lectura espectrofotométrica y el andlisis de densito-
metria dot-blot normalizado por actina (media £ SEM), expresado como la razén 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, prilocaina,
procaina y etanol son capaces de aumentar la fluidez de la membrana (desorden) de membrana
plasmatica de fibroblastos LM [165] y sindptica [166]. Por otro lado, el tinico experimento de
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Figura 6.6: Efecto de la anestesia en la asociacién del receptor NMIDA 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 analizo por Western blot la subunidad NR1 en la misma cantidad de proteinas sinaptosomales. El
grdfico muestra la lectura espectrofotométrica y el andlisis de densitometria dot-blot normalizado por actina
(media = SEM), expresado como la razon de la inmunorreactividad entre las ratas tratadas con PB y control
(Se utilizaron al menos 5 animales por grupo).

DSC reportado de membranas plasmadticas (eritrocitos) con anestésicos, sugiere una desestabi-
lizacién de la estructura lipidica inducida por tetracaina [167]. Sin embargo, se ha explorado
muy poco acerca de los aspectos fisico-quimicos en la interaccién anestésica con membranas
cerebrales. Nuestros datos de DSC muestran la primera evidencia de una disminucién significa-
tiva del punto de fusién (T,,,) de la fase lipidica de membranas plasmaticas de cerebro, debido
a la interaccidn con el anestésico PB; donde éste no solo induce desorden estructural de los lipi-
dos, sino también afecta la interaccién lipido-proteina. Si recurriésemos al ‘modelo del solitén’
para tratar de explicar la anestesia, tal reduccion de T,,, que a su vez se aleja de T,, aumenta
el costo energético de la membrana para alcanzar su transicién gel-fluido y que por ende, la
generacién del potencial de accién sea suprimida [25] (véase Capitulo 1).

Como se discuti6 en el capitulo anterior, algunas moléculas que normalmente organizan
membranas poco ordenadas, son capaces de desordenar aquellas muy ordenadas, asi como las
balsas de lipidos. Ademas, se ha demostrado que la afinidad del etanol por las membranas de
lipidos es altamente sensible a cambios en la estructura central de los lipidos, grupo glicerol
(fosfatidilcolina) o ceramida (esfingomielina/gangliésidos) [ 168]. El etanol mostré una alta afi-
nidad por los lipidos que contienen el grupo ceramida, los cuales son componentes esenciales
de las balsas de lipidos. Recientemente, se ha propuesto un modelo de heterogeneidad de mem-
brana plasmadtica que atribuye esta estructura a la presencia de un punto critico de miscibilidad
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(T.) en membranes plasmaticas [169, 170]. Este modelo predice que el tamafo, la compo-
sicion y duracion de las estructuras mediadas por lipidos, en células intdctas y a temperatura
fisioldgica, seran sensibles a la temperatura del punto critico subyacente. Veatch y colabordores
también han encontrado que los alcoholes anestésicos disminuyen estas temperaturas criticas
por 4°C a su respectiva dosis anestésica [ 171]. Dentro de este modelo, un compuesto que redu-
cela T. (de manera similar a T,, en nuestro caso) podria también reducir el tamafio, duracién y
el contraste de composiciéon de los dominios mediados por lipidos en la membrana plasmatica
a temperatura fisiolégica. Todos estos hallazgos son argumentos importantes para recurrir a la
‘hipétesis de balsas de lipidos’ de la anestesia.

Nuestros datos de DSC en balsas de lipidos de cerebro bajo anestesia (PB) mostraron una
ligera pero significativa disminucion de la T,, de los lipidos y una disminucion de la sefial de la
proteina. También se observd una disminucién de ~30%, en la cantidad de proteina total en
las fracciones de balsas de lipidos, determinado por el ensayo Bradford. De manera interesante,
encontramos que el PB induce una disminucion adicional del NMDAR en la fraccién de balsas
de lipidos (un ~35% adicional), lo cual no ocurre con el receptor GABA,.

El efecto diferencial de PB en la asociacion de proteinas con balsas lipidicas podria deberse
a la diversidad de composicidon de las mismas. Seria de esperar que diferentes canales protei-
cos presenten ligeros cambios en la composicién lipidica en su entorno. En las células HEK, se
observé recientemente una existencia simultdnea de multiples tipos de dominios de membra-
na [136]. Por otra parte, dos receptores, previamente identificados como constituyentes de las
balsas de lipidos, fueron encontrados en dominios de lipidos diferentes e independientes de la
membrana plasmatica. Ademas, los estudios en células T sugieren balsas de lipidos funcionales
que contienen subconjuntos especificos de species de gangliésidos [137]. Es importante des-
tacar que tales diferencias de composicion, entre balsas de lipidos de una misma membrana
plasmatica, suponen diferencias en sus propiedades fisico-quimicas, 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 lipidos especificos que afectan por
ende a las proteinas asociadas.

Diferentes estudios han demostrado que las balsas de lipidos estan presentes en dendritas y
membranas postsindpticas que interactiian con proteinas de la DPS [172, 173]. También se ha
encontrado que la asociacion de los NMDARSs con balsas lipidicas es un mecanismo regulador fi-
namente coordinado durante la plasticidad sinaptica, isquemia y el desarrollo [149, 174, 175].
Es importante mencionar que los NMDARs forman diferentes complejos de sefializacion en las
balsas de lipidos, los cuales correlacionan con mayores niveles de fosforilacién de sus subunida-
des NR2 en tales microdominios [ 161]. La fosforilacién de estas subunidades se ha relacionado
con una funcién potenciada [176]. Ademads, 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 lipidicas, protegen a las neuronas de la excitotoxi-
cidad (exceso de excitacién) mediada por el NMDAR asociado a las mismas [177, 178]. Estos
estudios muestran la importancia de la interaccién NMDAR-balsas de lipidos, sugiriendo fuerte-
mente que la remocién de dicho receptor de balsas de lipidos disminuye su funcién excitatoria.
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En el presente trabajo hemos encontrado que el PB reduce en forma importante la asociacion
del NMDAR con balsas de lipidos (aproximadamente en un 70%), lo que podria explicar el
efecto inhibidor de PB en el NMDAR.

Es bien sabido que PB aumenta la inhibicién mediada por el receptor GABA,, aumentan-
do el tiempo medio de activacion de dichos canales [179], lo que prolonga la inhibicién de
las corrientes postsindpticas. Aunque se ha demostrado la existencia de grupos de receptores
GABA, asociados a balsas de lipidos [150], la interaccién entre tales receptores con su vecin-
dario lipidico no ha sido bien estudiada. Es importante aclarar que este receptor presenta su
actividad inhibitoria inicamente fuera de balsas. De hecho, la asociacién de este receptor a las
balsas de lipidos parece ser un mecanismo de ‘regulacion hacia abajo’ (conocido también como
‘regulacidn negativa’), ya que se ha encontrado que la disrupcién de balsas de lipidos potencia
el efecto de las benzodiazepinas en GABA, [180] y también evitar el efecto inhibidor del ‘factor
neurotrofico derivado del cerebro’ (FNDC) [181]. Por lo tanto, la remocion de los receptores
GABA, de balsas, incluso en un grado menor que los NMDAR, podria ser responsable del efecto
potenciador de PB en las corrientes de GABA,.

Algunos estudios han reportado que el Xenén y el isoflurano inhiben los receptores de NM-
DA mediante el mismo sitio de unién que el coagoista glicina [ 75]. La mutacién de la subunidad
NR1 (F639A), localizada en este sitio de unién, disminuy9 la sensibilidad de este receptor ante
ambos anestésicos. Sin embargo, estos estudios también demostraron un componente de inhi-
bicién no-competitiva, insensible a la mutaciéon de NR1. Nuestros resultados sugieren que el
desorden estructural de la membrana y la subsecuente alteracién en la interaccién proteina-
balsas de lipidos, podrian ser el componente no-competitivo compartido por todos los anesté-
sicos. En apoyo de esta hipdtesis, un estudio reciente demuestré que diferentes tensioactivos
inhiben al receptor NMDA y a su vez potencian al receptor GABA, de la misma manera que el
isoflurano y etanol [182]. Estos tensioactivos son compuestos anfifilicos que interactiian con
la membrana, inducen desorden y desestabilizan la interaccidn lipido-proteina. Es importante
mencionar que, en contraste con el isoflurano y etanol, dichos tensioactivos no disminuyeron
la modulacion del NR1 mutante (F639A) en comparacion con los receptores de tipo silvestre
[182].

Hasta donde sabemos, solo existe un reporte acerca de la estabilidad termodindmica lipido-
proteina [135]. Este demostré, en membranes internas mitocondriales de corazén de res, una
amplia transicion de fase reversible (de lipidos) centrada a -10°C la cual es desplazada a 20°C
después de la desnaturalizacién térmica de proteinas. La membrana interna de mitocondria po-
see cantidades considerables de lipidos de transiciones altas, como la cardiolipina, la cual brin-
da rigidez y juega un papel determinante en la estabilidad estructural y activacion de muchas
enzimas mitocondriales, especialmente aquellas relacionadas con la sintesis de ATP y transduc-
cién de energia, entre otras funciones [183]. Por tanto, el desplazamiento de la T,, de lipidos
hacia altas temperaturas reportado en [135], sugiere que los complejos proteicos, previo a su
desnaturalizacién por calor, brindaban una mayor fluidez (reduccién de cohesién) a la mem-
brana interna mitocondrial intrinsecamente rigida. Este fendmeno, sin embargo, no habia sido
explorado en las membranas plasmadticas. Nuestros resultados de DSC en balsas de lipidos ce-
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rebrales, muestran que la desnaturalizacidén de proteinas induce de forma considerable una
desorganizacion estructural de la fase lipidica, a través de la reduccién en la T,, de los lipidos
(AT, ~-11.27°C). Esto demuestra que las proteinas asociadas a balsas, en contraste con [ 135],
aumentan la estabilidad o cohesion de tales dominios lipidicos intrinsecamente mds fluidos.
En resumen, los resultados presentados en este capitulo proporcionan evidencia importante
para la comprension del mecanismo anestésico. Por primera vez: 1) es caracterizado el com-
portamiento termotrépico de membranas cerebrales; 2) se demostrd el desorden estructural
de lipidos inducido por PB en la membrana plasmatica cerebral; 3) tal desorden de membra-
na correlaciond con una reduccién del ~30% en la proteina total asociada a balsas de lipidos
(incluyendo los receptores GABA,) durante el estado de anestesia. Por ultimo, 4) también en-
contramos que el PB indujo una disminucién diferencial adicional (=70%) en la asociacion del
NMDAR, el cual, junto con GABA, han sido postulados como sitios de accidn para este anes-
tésico. En general, esta serie de datos suman en favor de la ‘hipétesis de balsas de lipidos’;
sugiriendo que tales dominios lipidicos son mediadores plausibles en la accién anestésica.
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6.6. Metodologia 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 aprobacién del Comité de Cuidado de Animales local. Las ratas
tratadas con PB fueron sacrificadas 15 minutos antes de la inyeccién intraperitoneal de 5 mg/kg
de pentobarbital sddico.

Anticuerpos. Ratén anti-NR1 (cat. 320500 Zymed, San Francisco, CA), ratén 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 plasmaticas. La fraccion de membranas plasmaticas fue aisla-
da como se describié anteriormente [ 156]. Los tejidos cerebrales frescos se lavaron con solucion
salina enfriada con hielo y se homogeneizaron con un homogeneizador de teflén-vidrio preen-
friado en 2 ml de solucién amortiguadora de homogeneizacién (sacarosa 0.25 M, HEPES 10
mM, PMSF 1 mM, céctel de inhibidores de proteasas completo, Roche, pH 7.5). La muestra se
centrifugd a 1,000 x g durante 10 min, el sedimento se lavé con 1 ml de la solucién de homo-
geneizacion y se centrifugd 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 (afiadiendo gota a gota al sedimento
con agitaciéon vigorosa con el fin de evitar la aglutinacién de las membranas y su posterior con-
taminacion) 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 solucién de sacarosa al 54, 45, 41 y 37 %, respectivamente, y se afladié el medio de
homogeneizacién para llenar por completo el tubo. El gradiente fue centrifugado a 70,000 x g
durante 3 hrs. Se recogid la banda sedimentada entre 37 y 25% de sacarosa, correspondiente a
las membranas plasmadticas. Esta fraccidn se diluyé 1:4 con HEPES 10 mM y se sedimentd por
centrifugacién a 30,000 x g durante 15 min. Finalmente, el sedimento se lavé tres veces con 10
mM de solucién amortiguadora HEPES, pH 7.4.

Aislamiento de sinaptosomas. La fraccion de sinaptosomas fue aislada como se describid
anteriormente [157] con algunas modificaciones. Los cerebros de ratas adultas se homogenei-
zaron en 2 ml de solucién A enfriada con hielo (0.32 M de sacarosa, 0.5 mM CaCl,, 1 mM de
NaHCO3;, MgCl, y NaE 2 mM de ortovanadato de sodio, 20 mM de glicerol 2-fosfato, cdctel de
inhibidores de proteasas completo, Roche). Se realizaron una homogeneizacién con doce gol-
pes arriba y abajo del homogeneizador de teflén-vidrio. La muestra fue centrifugada a 1,000 x
g durante 10 min, el sedimento se lavé con 1 ml de la solucién 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 solucion ‘B’ (solucién A sin CaCl, y MgCl,), fue posteriormente cargado en la parte su-
perior de un gradiente discontinuo de sacarosa (volumenes iguales de 0.85 ml, 1.0 y 1.2 M de
sacarosa, cada uno preparado en solucién ‘B’) y fue centrifugado a 82,500 x g durante 2 h. Se
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recogié la banda sedimentada entre 1.0 y 1.2 M de sacarosa, correspondiente a sinaptosomas.
Esta fraccion (0.8 ml) se diluyd 1:1 con solucidn ‘B’. Los sinaptosomas fueron sedimentados por
centrifugacién a 20,000 x g durante 20 min y resuspendidos en una solucién amortiguadora de
lisis con Triton X-100 (0.25%). La misma cantidad de proteina de la fraccidn sinaptosomal fue
separada por SDS-PAGE e inmunotransferencia con los anticuerpos indicados.

Aislamiento de balsas de lipidos. Las balsas de lipidos se prepararon a partir de un ex-
tracto insoluble de tejido homogeneizado como se describi6 anteriormente [184] con algunas
modificaciones [ 158]. Un cerebro de rata por muestra fue homogeneizado en la solucién amor-
tiguadora de lisis (0.5 ml de NaCl 150 mM, Tris-HCI 25 mM pH 7.5, que contiene 10 mM NaF,
10 mM NaP,0-, 1 mM de ortovanadato de sodio, cdctel de inhibidores de proteasas completo
(Roche, Mannheim, Alemania ) y 1% de Triton X-100. Después de la homogeneizacién (treinta
golpes arriba y abajo) con un homogeneizador de teflén-vidrio, las muestras fueron centrifuga-
das a 1000 x g durante 10 min, y la concentracién de proteina fue posteriormente determinada
por la prueba Bradford. La concentracién de proteina fue ajustada a 1 mg/ml de proteina en 5
ml (1:1 relacién proteina/detergente) por muestra y se incub6 durante 30 min a 4°C. Después
de la incubacion, 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 soluciéon 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 centrifugacion, se
recogieron cinco fracciones de la parte superior (fraccion 1) a la parte inferior del gradiente. El
sedimento se resuspendié en 1 ml de soluciéon amortiguadora de lisis. Se midieron volumenes
iguales de cada fraccion del gradiente para los marcadores de balsas lipidicas GM;, caveolina-1
y para el receptor de transferrina (TGF) como marcador de no-balsa. La concentracién mas alta
de todas estas proteinas fue encontrada en la fraccién 2 como se reportd anteriormente. Tam-
bién se ha reportado de que el sedimento corresponde a una fraccién insoluble de alta densidad
que contiene la mayor proporcién de proteinas de la densidad postsindptica (PSD-93, PSD-95,
GluR1, NMDAR). El pellet no mostrd niveles detectables de lipidos tales como el GM; y altos
niveles de receptor de NMDA, por lo tanto podemos considerar que esta fracciéon contiene la
DPS libre de balsas lipidicas. En consecuencia, la fraccién 2 es referida como la fraccién de bal-
sa de lipidos y el sedimento como la fraccidon de DPS. Para comparar la cantidad de receptores
NMDAR y GABA, en balsas de lipidos entre el control y los animales anestesiados, la fraccion
de balsas fue sedimentada y resuspendida en la solucién amortiguadora de lisis con 0.25%
de Triton X-100. La concentracién de proteina fue medida por la prueba Bradford. La misma
cantidad de proteina total por muestra se analizé por Western blot.

Aislamiento de balsas de lipidos 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 ajust6 a 40% de sacarosa mediante la adicién 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 volumenes 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 solucion amortiguadora
de lisis con 0.25% de Triton X-10052. La concentracién de proteina fue medida por la prueba
Bradford. La misma cantidad de proteina total por muestra se analizé por Western blot.

Andlisis de calorimetria. Se analizaron cuatro diferentes tipos de membranas cerebrales:
membrana total, plasmatica, sinaptosomal y balsas de lipidos. Después del protocolo de aisla-
miento respectivo, todas las membranas fueron lavadas tres veces, y resuspendidas finalmente
en 10 mM de la solucién amortiguadora HEPES, pH 7.4 (300,000 x g, 15 min, 4°C). Previo a la
introduccion de las muestras en las cubetas preenfriadas del DSC, las muestras fueron degasi-
ficadas a baja presién (635 mmHg) durante 10 min a 4°C. Los perfiles de capacidad calorifica
fueron obtenidos por medio de un microcalorimetro (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 calorimetro, 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 calorifica fue medi-
da a presion constante (3 atm). Debido a los resultados robustos en los perfiles de capacidad
calorifica, se realizaron tinicamente 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 especifico, las unidades de capacidad calorifica no pueden ser obtenidas,
y por lo tanto, se sustrajo una linea recta propuesta como ‘linea base’ para todos los perfiles de
capacidad calorifica. Para eliminar la variabilidad en la eficiencia de aislamiento (concentra-
cién de membrana) del andlisis de datos, se realizé una normalizacién respecto al punto medio
entre la sefial de lipidos y proteinas en el perfil de capacidad calorifica. En los experimentos de
DSC correspondientes al estudio de la interaccién PB-membrana plasmadtica, la suspension fi-
nal obtenido del protocolo de aislamiento de membranas plasmaticas fue separada en dos; una
muestra fue utilizada como grupo control, y la otra para la adicién de PB (3 mM). Se llevaron
a cabo al menos tres experimentos para cada caso, usando seis ratas por experimento para la
interaccién PB-membrana plasmatica y tres ratas para el estudio de la anestesia con PB y su
efecto en balsas de lipidos.

Andlisis de Western-blot. Las muestras se mezclaron con una solucién amortiguadora
Leammeli y 3% de 2-mercaptoetanol, hervido y separados en 8% de SDS-PAGE. Las proteinas
fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas fue-
ron bloqueadas durante 2 hrs a temperatura ambiente en una solucién 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 omisién de los anticuerpos primarios.
Las proteinas fueron detectadas por ECL (Immobilon Wester, Millipore) y visualizadas por el
sistema XRS ChemiDoc (BioRad).
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Determinaciéon del GM; por dot-blot. Para determinar el nivel de monosialogangliésido
(GM7), 1 ml de cada fraccién de gradiente de densidad fue analizado por dot-blot sobre nitro-
celulosa, y fue bloqueado como se ha descrito anteriormente. Después de la incubacién con la
toxina B del cdlera conjugada con HRP (1/10.000) (Sigma, Saint Louis Missouri, EE.UU.), los
puntos fueron revelados por quimioluminiscencia.

Andlisis estadistico. Las diferencias estadisticas 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.




Conclusiones generales

79



80 1

Conclusiones generales

La tesis de este trabajo se ha centrado en tres aspectos generales, nunca antes considerados,
en la interaccion anestésicos/membranas: 1) la difusion de los anestésicos locales y generales
depende de su propia naturaleza quimica la cual es regulada por la tasa de protonacién efectiva
del medio, 2) la reversibilidad del efecto anestésico mediante el uso de presién, Ca™ y cafei-
na, tanto en sistemas celulares como de membranas de lipidos modelo, puede ser explicada a
través de un efecto exclusivo en lipidos de membrana. Y por tultimo, 3) nuestros resultados de
anestesia en balsas de lipidos modelo y biolédgicas, proponen que tales dominios generan un
‘umbral de desorden’ distinto segtin su composicion lipidica, brindando una explicacién mole-
cular coherente del efecto diferencial de los anestésicos. Todo esto propone que el mecanismo
de accién anestésica ocurre a través de interacciones ‘semiespecificas’ con los dominios de li-
pidos de la membrana neuronal, en donde tales dominios modulan a su vez la funcién de una
gran variedad de receptores involucrados en la neurotransmisién.




Perspectivas

81



Perspectivas

= En la practica, los anestésicos suelen usarse en combinacion segtn su finalidad clinica.
Por lo tanto, es interesante explorar la difusién de estas combinaciones clinicas de anes-
tésicos en sistemas multilaminares, con el fin de estudiar su influencia mutua en la tasas
de protonacion resultante en el medio. Asi como también es importante comprobar la
relevancia de la tasa de protonacién en la ‘regulacién’ del efecto anestésico en sistemas
animales.

» E] fendmeno de cut-off de los n-alcoholes es modulado por la composicidn del sistema
lipidico. En consecuencia, este fenémeno puede ser extrapolado a membranas bioldgicas
para detectar diferencias en la composicidon de balsas lipidicas.

= E] pentobarbital mostré un efecto diferencial sobre la asociacion el receptor NMDA con
las balsas de lipidos. Esta semiespecificidad puede ser explorada con otros anestésicos ha-
ciendo hincapié en los respectivos receptores propuestos como sitios de accidn especifica
y su asociacion a balsas de lipidos.
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