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Resumen

Estudio termodinamico de la combinacion de anestésicos
en membranas de lipidos

La anestesia es uno de los enigmas de la farmacologia actual y aunque se emplea millones
de veces cada dia, no se conocen los mecanismos de accion en su totalidad. Desde su des-
cubrimiento, han surgido diversas teorias sobre el sitio de accidn de los farmacos, siendo las
mas importantes: la teoria de lipidos, la teoria de proteinas y la teoria de lipido-proteina. En
la practica clinica es comun encontrar combinaciones de anestésicos locales para mejorar
los resultados de la anestesia segun la finalidad clinica, estas combinaciones se basan en
las caracteristicas reportadas de forma empirica de cada anestésico. Debido a que la difu-
sion de estas moléculas es una propiedad fundamental que determina en gran medida el uso
clinico, se realiz6 un estudio termodinamico de la difusién de combinaciones de anestésicos
locales en membranas modelo por medio de la técnica de ‘calorimetria diferencial de barri-
do’ (DSC, por sus siglas en inglés). Los resultados permitieron observar que los anestésicos
locales al interactuar con la membrana de lipidos inducen una depresion en su temperatura
de transicién de fase, relacionando a su vez dicha depresion con la potencia del anestésico.
Al realizar mezclas de anestésicos locales dejando la concentracién de un anestésico fija 'y
haciendo un barrido de concentraciones del segundo anestésico, se observo que el efecto
total de la combinacion de anestésicos asi como la velocidad de difusién estan reguladas
por la entropia (desorden) producidas por dicha mezcla. Ademas, puesto que el calcio esta
relacionado con el proceso de inflamacién en donde los anestésicos disminuyen su eficacia,
se realiz6 un estudio de la influencia del calcio en la interaccidon anestésico-membrana y su
difusion. Los resultados obtenidos muestran que el calcio reduce el efecto en la temperatura

de transicidn de fase producida por los anestésicos.
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Abstract

Thermodynamic study of anesthetics combinations in lipid
membranes

Anesthesia is one of the enigmas of the current pharmacology and although it is used million
times a day, the action mechanisms are not fully known. Since its discovery, several theories
have arisen about the action mechanisms of such drugs, being the most important: the lipids
theory, the proteins theory and the lipid-protein theory. In clinic practice is common to find
local anesthetics combinations to improve the anesthesic effects according to the clinic pur-
pose wanted, these combinations are based on empirically reported characteristics of each
anesthetic. Due to the fact that diffusion of these molecules is a fundamental property that
determines clinic use in a large degree, a thermodynamical study of the diffusion of local
anesthetics combinations in model membranes through differential scanning chalorimetry
(DSC) was made. The results allowed us to observe that the interaction of local anesthetics
with a lipid membrane, induces a decrease in its phase transition temperature, relating such
decrease to the potency of the anesthetic. When local anesthetic combinations were made
leaving the concentration of one anesthetic fixed and varying the concentrations of the se-
cond anesthetic, it was observed that the total effect of the anesthetics combination, as well
as the difussion rate, are regulated by the entropy (disorder) produced by such combination.
Fuerthermore, given that calcium is related to the inflamatory process where anesthetics
reduce their effectiveness, a study of calcium influence in anesthetic-membrane interaction
and its diffusion was made. The obtained results show that calcium reduces the effect in the

phase transition temperature produced by the anesthetics.
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Introduccidn

1.1 Anestesia

La anestesia es uno de los grandes avances de la medicina, en la actualidad se utiliza
para diversos procedimientos médicos como: intervenciones quirurgicas, tratamiento para
el dolor, procedimientos médicos en el area de radiologia, resonancia magnética nuclear,
entre otros. Sin embargo, a pesar de usarse millones de veces cada dia [1] [2], no se co-
noce el mecanismo de accidn de la anestesia y continta siendo uno de los enigmas de la
farmacologia actual [3].

El término de anestesia fue acufiado por el Dr. Wendell Holmes en 1846 y se remite a
las raices griegas an, que significa sin, y estesia, sensibilidad. La anestesia es el bloqueo
temporal de la sensibilidad tactil y dolorosa de una parte del cuerpo o su totalidad, con
(anestesia general) o sin (anestesia local) compromiso de conciencia, debido a la accién de

un farmaco al que se denomina anestésico. Los anestésicos interactian con la membrana



celular y esto conlleva a que se impida o propague el impulso nervioso, que es el proceso
por el cual se comunican las células nerviosas y musculares, mientras que la anestesia es
quien inhibe esa comunicacién. La anestesia se introdujo en la practica clinica poco después
del descubrimiento de los primeros anestésicos en el siglo XIX, a partir de esto en el ultimo
siglo se han descubierto una amplia variedad de sustancias quimicas que pueden producir
anestesia.

Después del descubrimiento de los primeros anestésicos surgieron diversas teorias para
explicar el mecanismo de accion de los mismos, las cuales se encuentran divididas en cuan-
to al tipo de mecanismo de accion: especifico 0 no especifico; otras por su parte, sugieren
una combinacién de éstos. Estas teorias proponen que los principales sitios de accion de
los anestésicos son los lipidos y las proteinas, sin embargo, algunos autores consideran la
intervencién de estos dos componentes. Las principales teorias son:

Teoria de lipidos. Los trabajos de Meyer [4] y Overton [5] concluyeron con la regla de
Meyer-Overton en 1901. Esta regla propone como blanco de accién a los lipidos y sugiere
gue la potencia de la anestesia es independiente de la naturaleza molecular de los anesté-
sicos sino directamente proporcional al coeficiente de particion (parametro relacionado con
la liposolubilidad) del anestésico, donde la dosis efectiva 50 multiplicada por el coeficiente
de particién es constante [6]; esto se puede observar en la figura 1.1. Esta teoria atribuye
la accidén anestésica a la afinidad de los anestésicos por los lipidos, ya que los anestésicos
se disuelven en los lipidos de la membrana y afectan la expansién del volumen y la fluidiza-
cién de la membrana, basado en el principio de accidén termodinamica de Ferguson [7] . El
modelo sugiere que la accién de los anestésicos es de caracter inespecifico.

Recientemente Heimburg y Jackson [8] [9] propusieron la relacion del efecto anestésico
con la modificacién del equilibrio de la energia libre. La modificacion de la energia libre
puede ocurrir cuando varia la temperatura, la presién, el pH y las concentraciones de soluto

y sales. Ademas los autores proponen que al recuperar el equilibrio de la energia libre se
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Figura 1.1: Correlacion de la regla de Meyer-Overton. El coeficiente de particion es inversa-
mente proporcional a la dosis efectiva del anestésico [ED5,]. Datos adaptados de Overton
[5] para anestésicos volatiles en el ser humano.

puede revertir el efecto anestésico.

Teoria de proteinas. Es el modelo aceptado actualmente sobre la accion de anestésicos,
se basa en el principio ligando-receptor o llave-cerradura en el cual los anestésicos (ligando)
interactian de forma especifica con un receptor acoplado a una proteina. Esto conlleva a la
apertura o cierre de canales idnicos que posteriormente inhiben la generacidén del impulso
nervioso al promover la hiperpolarizacion de la célula. Surgi6é por estudios que demues-
tran que los anestésicos pueden actuar uniéndose a los dominios hidréfobos de proteinas
de la membrana, pero todavia no se ha identificado la naturaleza de las proteinas blanco.
Los receptores asociados con la anestesia son el receptor de glicina, 5-hidroxitriptamina,

receptores nicotinicos, receptor N-metil-D-aspartato y el receptor GABA [10].



Lipido-proteina. Se basa en las caracteristicas liposolubles de los anestésicos, estos
permean la membrana e interactian con las colas hidrofébicas de los lipidos. Esto produce
cambios estructurales y de presién lateral de la membrana, desplazando el equilibrio confor-
macional de algunas proteinas e impidiendo que estas funcionen adecuadamente [11]. En

la figura 1.2 podemos observar el cambio en la estructura de una proteina.
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Figura 1.2: Presidn lateral a través de la membrana. Parte inferior, izquierda: Una proteina
de membrana puede experimentar diferentes presiones laterales (indicadas con flechas) a
diferentes profundidades en la membrana. Parte inferior, derecha: Presion lateral calculada
en funcién de la posiciéon z en la membrana. Arriba, a la izquierda: Imagen esquematica de
cémo la presion lateral puede influir en el equilibrio de dos conformaciones de una proteina.
Modificado de [11].

Otro modelo, en el cual se ha inclinado nuestro laboratorio, se enfoca en las balsas lipi-

dicas como sitios mediadores de la accion anestésica en proteinas. Las balsas de lipidos



son pequefos dominios de membrana (10-200 nm), heterogéneos, y altamente dinamicos,
enriquecidos con esteroles y esfingolipidos capaces de compartimentalizar la distribucién
espacial de los receptores y sus efectores préximos en la membrana. Estan asociadas a un
gran namero de funciones celulares [12][13] [14][15] [16] [17] [18], debido a la gran afinidad
de algunas proteinas a estos microdominios, facilitando la activacion de vias de sefializacién
[19]. Los anestésicos permean la membrana e interactuan con las colas de los fosfolipidos
cambiando las propiedades estructurales de la membrana y esto a su vez altera la asocia-
cién natural de las proteinas involucradas en el impulso nervioso a estos dominios lipidicos.
Trabajo previo en nuestro laboratorio demostré que durante la anestesia con pentobarbi-
tal, la cantidad total de proteina asociada a balsa de lipidos es reducida significativamente.
Particularmente, se demostrd que hay una reduccion significativa en la asociacién de los
receptores NMDA y GABAA, considerados los principales sitios de accion del pentobarbital

[20]. La ilustracién de la figura 1.3 muestra el efecto sugerido por este modelo.
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Figura 1.3: Representacién de la hipotesis para la reduccion de la proteina total asociada a
las balsas lipidicas [20].

A pesar de la gran variedad de teorias que han surgido para explicar el mecanismo de

accion de la anestesia, esto continla siendo un misterio. La dificultad en encontrar un meca-



nismo de accién de la anestesia radica en que los anestésicos no comparten caracteristicas
comunes a nivel quimico (no hay un patrén molecular), fisico o farmacoldgico. Existen anes-
tésicos de tipo alcanos, alcoholes, benzodiacepinas, esteres, amidas, fenoles, éteres y hasta
gases nobles. Un ejemplo de la variedad estructural de los anestésicos se puede observar
en la figura 1.4. Debido a la diversidad en las caracteristicas de los anestésicos es muy poco
probable que exista un Unico receptor, sin embargo, se sabe que el sitio de accién de los

anestésicos es hidréfobo.
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Figura 1.4: Diversidad de especies quimicas de anestésicos [21].

1.2 Anestesia local

Es el bloqueo temporal a la sensibilidad tactil y dolorosa de una zona del cuerpo sin

alterar el estado de consciencia. A finales del siglo XIX se descubrieron las propiedades



anestésicas de la cocaina, pero debido a su toxicidad y propiedades adictivas se buscaron
sustitutos sintéticos [22]. Esto concluyd en la sintesis de la procaina y posteriormente de
los demas anestésicos locales; en la figura 1.5 se puede observar el orden cronolégico en
el que fueron sintetizados. Los anestésicos locales son bases débiles que contienen en
su estructura: un anillo aromatico, que corresponde a la parte hidrofébica; un enlace éster
0 amida; y una terminal amino, que corresponde a la parte hidrofilica. Los compuestos que
posean estos aspectos estructurales minimos pueden satisfacer los requisitos para la accién

como anestésico local [3].

Cocaina Dibucaina Lidocaina Mepivacaina Bupivacaina Ropivacaina

1884 1905 1932 1933 1948 1955 1956 1960 1963 1971 1997 1999

Procaina Tetracaina Cloroprocaina Prilocaina Etidocaina levobupivacaina

Figura 1.5: Afo de introduccidon de varios anestésicos locales en la practica clinica. Modifi-
cado de [23].

El modelo tradicional de interaccion de anestésicos locales se basa en el bloqueo del
impulso nervioso al inhibir los canales de sodio, impidiendo la depolarizaciéon del potencial
de membrana celular. Sin embargo, no se conocen los sitios de accién especificos en las

proteinas.

1.2.1 Caracteristicas generales de la anestesia local

La obtencidn de la anestesia local adecuada se fundamenta clasicamente en las siguien-
tes caracteristicas:

Potencia: se relaciona principalmente con la liposolubilidad del anestésico (coeficiente
de particién). Una mayor potencia se relaciona con una mejor difusion de los anestésicos en

la membrana celular y esto permite obtener efecto anestésico con menores dosis.



Inicio de accidn: esta relacionado con el pKa, la dosis y la concentracién de cada anes-
tésico. Para valores de pKa (en los que la molécula es neutra) cercanos al pH fisiolégico, el
tiempo de inicio de accion del anestésico es menor que para pKa lejanos al pH fisiologico.
Para una dosis o concentracién mayor de anestésico local administrado, se obtendra mas
rapido la aparicion del efecto anestésico [24] [25] [26] [27].

Duracion de la accion: depende de las caracteristicas individuales de los anestésicos,
esta relacionado con la afinidad de los anestésicos con el sitio de accion asociado a los
canales de sodio.

La hidrofobicidad parece ser el determinante primario de la potencia anestésica, asi co-
mo la velocidad de inicio y la duracién de la accién [28]. En la actualidad se utiliza la com-
binacion de anestésicos locales con el fin de mejorar la anestesia, combinando las propie-
dades de los anestésicos. Estas propiedades se obtuvieron de forma empirica y podemos
observan en la figura 1.6 las principales caracteristicas de los anestésicos locales.

Un ejemplo de una combinacién utilizada clinicamente es la cloroprocaina con la bupiva-
caina. Esta combinacion tiene la ventaja de tener un tiempo de inicio de accién menor debido
a la cloroprocaina y una duracién mayor debido a la bupivacaina. Los estudios muestran que
la combinacién de anestésicos son menos toxicas que el uso de anestésicos individualmen-
te [30]. Esto contribuye a la solucién de uno de los mayores problemas de la anestesia en la
practica clinica.

Por otro lado estudios recientes muestran que los resultados no siempre son los espera-
dos [31]. Al realizar la combinacidn de lidocaina con bupivacaina no obtienen un tiempo de
inicio de accion menor debido a la lidocaina y tampoco una mayor duracion a la de la lidocai-
na debido a la accién de la bupivacaina. Por lo anterior se infiere que las caracteristicas de la
combinacion de anestésicos no siempre es la esperada debido a que la combinacién misma
implica la interaccion entre anestésicos, asi como diferentes interacciones con la membrana.

Clasicamente, el mecanismo de accion de los anestésicos locales se atribuye a su in-



L. Peso Unién a Tiempo de | Duracion de .
Anestésicos pKa . i o Potencia
molecular proteinas (%) inicio accion (h)

Estéres

Procaina 236 8,9 6 largo 1,0-1,5 0,5
Cloroprocaina 271 8,7 corto 0,5-1,0 il
Tetracaina 264 8,5 80 largo 3,0-4,0 4
Amidas

Lidocaina 234 7.9 65 corto 1,5-2,0 4t
Prilocaina 220 76 55 corto 1,5-2,0 il
Mepivacaina 246 7,6 75 corto 2,0-3,0 i
Bupivacaina 288 8,1 95 intermedio 3,0-3,5 4
Levobupivacaina 288 a1 95 intermedio 3,0-3,5 4
Etidocaina 276 1,7 a5 corto 3,0-4,0 4
Ropivacaina 274 8,1 94 intermedio 2,5-3,0 3,3

Figura 1.6: Principales propiedades farmacoldgicas de los anestésicos locales. Modificado
de [29].

teraccion directa con canales de Na* voltaje dependientes [32]. A pesar de esto, la lipo-
solubilidad del farmaco permite que el anestésico atraviese los tejidos perineurales y las
membranas neuronales. La relacion entre coeficiente de particion y potencia no es lineal
como en el caso de anestésicos inhalatorios [6] y es por esto que se requieren mas estudios

sobre la difusién de anestésicos en lipidos.

1.3 Interaccion anestésico-membrana

Las membranas biol6gicas estan constituidas por una o mas bicapas lipidicas y sus
propiedades mecanicas estan estrechamente relacionadas con la funcion y estabilidad de
las mismas. Esto es de vital importancia para el funcionamiento de la célula, ya que su
principal caracteristica es regular el paso de moléculas desde o hacia su interior. Cualquier

modificacion en las propiedades mecanicas podria impedir el funcionamiento adecuado de



la membrana.

El principal enfoque que se le da al estudio de anestésicos, es la interaccion del anes-
tésico con sus receptores proteicos, restdndole importancia al resto de componentes de la
membrana como son los fosfolipidos (uno de los componentes mas abundantes de la mem-
brana), el colesterol, la esfingomielina, entre otros. Esto deja fuera del estudio a una de las
principales caracteristicas de los anestésicos que es la liposolubilidad y su relacién con la
potencia anestésica. La importancia que tienen los lipidos de la membrana en la difusién
del anestésico es vital para que se produzca anestesia, estos al interactuar con la mem-
brana pueden: permitir la difusién al sitio de accién, acumularse en la membrana, modificar
su estructura conformacional y modificar la propiedades termodinamicas de la membrana
[33]. Por lo anterior es importante el estudio de la interaccion de anestésicos con lipidos de
membrana.

Los lipidos son moléculas anfipaticas y existe una gran diversidad de ellos. Al entrar
en contacto con un medio acuoso forman estructuras lipidicas como liposomas, micelas y
bicapas lipidicas. Debido a la gran similitud en la estructura esférica y nucleo de solucion
acuosa, los liposomas representan uno de los mejores modelos de membrana para estudiar
la interaccion de anestésicos con lipidos. Los liposomas son vesiculas compuestas de una o
varias bicapas de fosfolipidos. En la figura 1.7 se observa la estructura quimica de un lipido,
asi como las estructuras que puede formar.

Los anestésicos son moléculas liposolubles que, cuando interactian con las bicapas de
fosfolipidos de los liposomas, pueden interactuar con la regidn hidrofébica de los fosfolipidos
(colas) y debilitar la interaccién fosfolipido-fosfolipido, causando un desorden estructural de
la membrana.

Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran como las moléculas de tetracaina,
procaina y lidocaina interactian con una bicapa de fosfolipidos. Estos estudios se realizaron

por medio de simulaciones computacionales de dinamica molecular [34]. Un ejemplo de los
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Figura 1.7: lzquierda: Lipido monomérico que muestra el grupo de cabeza y cadenas hidro-
carburo. Centro: Micelas lipidicas. Derecha: Bicapa lipidica que consta de dos monocapas
opuestas [11].

resultados es que la tetracaina interactia con parte de la regién hidrofébica de la bicapa.
Esto conlleva a que se desordene la membrana arrojando informacidn cuantitativa importan-
te de la interaccidn anestésico-membrana. Para los estudios experimentales de interaccion
de farmacos con membrana se utilizan principalmente las técnicas de calorimetria diferen-
cial de barrido (DSC por sus siglas en inglés), fluorescencia, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en inglés), modelado molecular, resonancia

magneética nuclear (RMN por sus siglas en inglés), entre otras.

1.4 Termodinamica de membranas

Las membranas biolégicas experimentan un gran numero de fenomenos fisicos como:
las transiciones de fase, permeabilidad variable (endocitosis y exocitosis), formacion de bal-

sas, entre otros. La termodinamica es una disciplina fundamental de la fisica que describe
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el comportamiento de conjuntos de moléculas y se basa en dos leyes fundamentales: la
conservacion de la energia, que estudia la transformacion de distintas formas de energia
(ecuacién 1.1); y el principio de maxima entropia, en el que existe mayor probabilidad de en-
contrar al sistema en un estado determinado (ecuacion 1.2). La termodinamica es aplicable

a todas las escalas de longitud, desde la fisica de particulas hasta la cosmologia.

AU=Q—W, (1.1)

donde U es la energia interna, Q es el calor y W el trabajo.

donde S es la entropiay T es la temperatura.

El estudio termodinamico de las membranas bioldgicas busca obtener informacién de
los diagramas de fase, elasticidad y cambios en la forma vesicular, propagacién del impulso,
permeabilidad, electrostatica, entre otros. Las membranas lipidicas pueden tener transicio-
nes de fase en el rango de -20 a +60 °C , las cuales se pueden medir por medio de DSC
0 espectroscopia, con la ventaja de obtener directamente informacion importante como la
entalpia y entropia.

A pesar de que la fisica ha intentado estudiar las moléculas de forma independiente,
también existen fendmenos cooperativos como la fusién de membranas lipidicas que estan
mas alla del estudio de una sola molécula. Por medio del estudio de estos sistemas (p. €j.
proteinas, membrana lipidica, balsas) es posible enlazar procesos de membrana aparente-
mente no relacionados entre si, para obtener una visién unificada del comportamiento de la
membrana en su conjunto.

Debido a la complejidad del estudio de la membrana biol6égica surgen modelos de mem-

brana para el estudio de las principales caracteristicas de la misma, es de gran interés el
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estudio de interaccion de membranas lipidicas con farmacos, en especial los anestésicos.

El analisis termodinamico de las fases de la membrana lipidica esta relacionado con la
temperatura, presién, pH y concentraciones de solutos y sales. Los cambios entre fases
(transicion de fase) se pueden observar en los perfiles calorimétricos y dependen de los
tipos de lipidos que contiene la membrana.

Las membranas lipidicas presentan al menos dos fases: la fase sélida (ordenada) tam-
bién llamada fase gel, que ocurre a bajas temperaturas en donde los lipidos se organizan en
forma de red triangular y las colas tienen la misma configuracion (trans); fase liquida (desor-
denada) también llamada fase fluida, que ocurre a temperaturas superiores a la temperatura
de transicion de fase, en donde los lipidos no muestran orden lateral y el orden de las cade-
nas de las colas es aleatorio. Podemos observar una ilustracion del cambio en la estructura

de los lipidos en la figura 1.8.

Vista lateral: pérdida
de orden de las colas

- ) Vista superior: pérdida
: de orden de las cabezas

Figura 1.8: Cuadro esquematico de la transicidén de fase de lipidos de fase sélido-ordenado
a fase liquido desordenado. Arriba: Se pierde el orden de las cadenas de lipidos tras la
transicion de fase. Abajo: El orden cristalino de los grupos de las cabezas lipidicas tambien
se pierde [11].

En la figura 1.9 se muestra un perfil calorimétrico para liposomas de DMPC (dimiristoil-
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sn-glicero-3-fosfocolina), donde se puede observar un pico a la izquierda que corresponde
a una pretransicién, la membrana pasa de fase gel ordenada a fase gel ondeante; el pico de
la derecha corresponde a la transicién principal, que es el cambio de fase gel a fase fluida.
La capacidad calorifica por definicién es la energia necesaria para elevar 1°C la tempera-
tura de una sustancia, se relaciona con la transferencia de energia de un proceso en funcién
de la temperatura, o bien, con la absorcion de calor al incrementar la temperatura. Dada la
primera ley de la termodinamica (ecuacion 1.1) se puede obtener la expresién de capacidad

calorifica (ecuaciones 1.3 y 1.4) a presidn constante como se muestra en la ecuacién 1.5.

Q

Cp = (dT)p7 (1 3)
200x10' 4 DMPC
:.d Transicion
o principal
£ 150 \
=
~
o
EE 100 Pretransicion
=
[—]
S
= Solido-ordenado Fase ondeante liquide desordenado
~
= ﬁéﬁﬁwﬁﬁ‘
- d : | 2 i3
= g 1 LA
=" v
® 9 e o
Q I I I I
5 10 15 20 25 30

Temperatura [°C]

Figura 1.9: Perfil calorimetrico ideal de DMPC [11].
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Ya que dH = dQ + Vdp, obtenemos a presion constante,

&= (5 (14)

dado que d@ = T'dS, la capacidad calorifica a presion constante esta dada por:

ds

Cp = T(d_T)p'

(1.5)

Asi mismo la entalpia y entropia estan relacionadas con la capacidad calorifica de acuer-
do a las ecuaciones 1.6 y 1.7. Conociendo estas variables se obtiene informacién de toda la
energia del sistema.

T

AH = | ¢,dl (1.6)

To

Ty Cp
AS:/ dT (1.7)

To
Por medio de la ecuacién 1.6, se sabe que el area bajo la curva de un perfil calorimétrico

es el cambio de entalpia durante el proceso, podemos observar esto en la figura 1.10.
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Figura 1.10: Perfil calorimétrico ideal de DPPC. Arriba: perfil calorimétrico de datos en crudo.
Abajo: perfil calorimétrico procesado restando la linea base. El area bajo la curva (entalpia)

representativa se calculada a partir de la ecuacion 1.6.
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Antecedentes

2.1 Difusion de anestésicos en membranas lipidicas

Estudios previos en nuestro grupo sobre la interaccién de anestésicos con membranas
de lipidos, han demostrado un fendémeno que podria explicar la difusién de anestésicos en
membranas celulares [35]. Los estudios se realizaron con liposomas unilaminares y multila-
minares. En la figura 2.1 podemos observar los perfiles calorimétricos del efecto de anes-
tésicos generales en liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). El corrimiento de la
temperatura de transicién en todos los casos es hacia la izquierda, es decir, a temperatu-
ras mas bajas que la temperatura control, esto es consistente con resultados de diversos
autores en que los anestésicos inducen depresion del punto de fusién de las membranas
[36]. También podemos observar que los perfiles correspondientes a la interaccion con lipo-
somas unilaminares (LUVs) y liposomas multilaminares (MLVs) es similar, los anestésicos

generales es el mismo sin importar el nUmero de capas que tengan los liposomas.
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Figura 2.1: Perfiles calorimétricos de MLVs y LUVs bajo la influencia de anestésicos gene-
rales. Perfiles calorimétricos de: a) xendn (curva roja) y 6xido nitroso (curva azul) en MLV, b)
propofol (curva azul) pentobarbital (curva roja) en MLV, ¢) xendn y 6xido nitroso en LUV y d)
propofol y pentobarbital en LUV [35].

El caso de los anestésicos locales es distinto: en el caso de MLVs se obtienen dos picos
calorimétricos. La hipétesis propuesta para explicar este fenédmeno térmico, fue que el pico
cercano a 42°C corresponde a bicapas internas del liposoma que aun no estan interactuando
con el anestésico y el pico cercano a 37°C corresponde a bicapas externas que ya estan
interactuando con el anestésico. Para un numero posterior de barridos el pico de la izquierda
aumenta y el de la derecha disminuye, esto se podria explicar como un cambio de estado
en las bicapas.

El seguimiento de la cinética de difusion de los anestésicos a través de las diferentes
membranas de lipidos, mostrado en la figura 2.2, se realiz6 calculando la entalpia de cada
pico en el transcurso de los barridos. Para los barridos iniciales el anestésico se ha difun-

dido por las bicapas externas y al aumentar el tiempo (nimero de barrido) el anestésico
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Figura 2.2: Perfiles calorimétricos bajo la influencia de tetracaina 25 mM. Izquierda: control
MLV; derecha: primer, quinto y décimo barrido térmico para MLV con tetracaina; y derecha:
primer barrido térmico LUV con tetracaina. Modificada de [35].

finalmente produce un efecto en las bicapas internas. Para el momento en que el anestésico
ha difundido por todas las bicapas el pico de la derecha desaparece, esto seria similar al
perfil calorimétrico para LUVs.

Cuando se agrega un tercer agente al experimento, en este caso un acido débil, se
observa que éste modifica la difusidén del anestésico. Se puede observar en la figura 2.3 que
cuando no se agrega un acido (sélo H,0) el pico de la izquierda es mas bajo comparado
con los resultados cuando se agrega un acido. Para el caso del acido glicélico podemos
observar que el pico de la derecha casi desaparece. Por tanto, los autores concluyeron que
el efecto se debe a la tasa de protonacién del sistema, la cual era afectada por la tasa de
protonacién de cada integrante en la reaccién de equilibrio (H20O, anestésico, acido débil),
y esto permitia que el anestésico permaneciera mas o menos tiempo de forma protonada
0 no protonada (recordemos que los anestésicos en su forma neutra son mas liposolubles)

permitiendo alterar la difusion de los anestésicos.
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Figura 2.3: Cinética de difusién de tetracaina modulada por diferentes acidos carboxilicos.
a) primeros barridos térmicos para H20 (agua), A (acido malico), B (acido citrico), C (acido
formico) y D (&cido glicdlico). b) Entalpias de H1 y H2 como funcidn del tiempo. c) Coeficiente
de difusion obtenido a partir del mejor ajuste al modelo de difusidn [35].
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Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipétesis

La difusiéon de una mezcla de anestésicos en MLVs esta regulada por el cambio de en-

tropia (desorden en la membrana) y los valores de pKa de los mismos.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

Estudiar la difusién de mezclas de anestésicos locales a través de membranas de MLVSs.

3.2.2 Obijetivos Particulares

» Estudiar la transicion de fase de cada anestésico local a una concentracion fija.
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m Estudiar la transicion de fase de la mezcla de anestésicos locales en funcion de las

concentraciones.

» Estudiar la cinética de la transicién de fase para diferentes mezclas.
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Metodologia

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Reactivos

Lipidos: Para la elaboracion de las membranas se utilizé uno de los fosfolipidos del gru-
po colina, especie mas abundante en la membrana plasmatica [37] . El fosfolipido utilizado
fue dipalmitoilfosfatidilcolina DPPC.La estructura del DPPC se observa en la figura 4.1, fue

adquirido de Avanti Polard Lipids y utilizado sin purificaciéon posterior.
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Figura 4.1: Estructura quimica del DPPC.

En la figura 4.2 podemos ver los porcentajes de los lipidos presentes en diferentes mem-
branas biologicas, resaltando que el grupo de la cabeza PC (fosfatidilcolinas) es uno de los

lipidos que tiene mayores porcentajes.

Membrana PC PE PS Pl SM CL | Glicolipidos | Colesterol | Otros
Eritrocitos

(humano) 20 18 7 3 18 - 3 20 11
Plasma

(rata) 18 i 7. 7 3 12 - 8 19 21
RE 48 19 4 8 5 - tr 10
Golgi 25 9 3 5 - 0 43
Lisosoma 23 13 - 6 23 5 - 14 16
Membrana

nuclear 44 17 4 6 3 1 tr 10 15
Mitocondria| 38 29 0 3 0 14 tr 3 13
Neuronas 418 21 5 7 4 - 3 11 1
Mielina 11 17 9 ;s 8 - 20 28

Figura 4.2: Composicion del grupo de cabeza de las membranas de algunas células de
higado de mamifero, eritrocitos y células nerviosas en porcentaje de peso. Adaptado de Ja-
mieson y Robinson (1977). Abreviaturas: PC = fosfatidilcolinas, PE = fosfatidiletanolaminas,
PS = fosfatidilserinas, PI = fosfatidilinositoles, SM = esfingomielina, CL = cardiolipina. [37].
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Anestésicos: Los anestésicos utilizados son anestésicos locales de tipo éster y amida.

Aminoésteres. Se utilizaron dos anestésicos: la tetracaina y la procaina, cuya estructura

guimica se puede obsevar en la figura 4.3 (izquierda).

Aminoamidas. Se utilizaron: Lidocaina, mepivacaina, prilocaina, bupivacaina y ropiva-

caina. Se puede observar en la figura 4.3 (derecha) sus estructuras quimicas.

Todos los anestésicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich en su forma hidroclorada.

4.1.2 Preparacion de liposomas

El modelo utilizado en este trabajo es el de MLVs, el cual nos permite estudiar la difusiéon

de anestésicos locales en membranas de lipidos [35].
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Figura 4.3: Estructura quimica de algunos anestésicos locales.
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4.1.3 Protocolo de preparacion de MLVs

Para la preparacion de MLVs se pesa la cantidad de DPPC en polvo y se agrega la
cantidad requerida de agua mili-Q a 60°C. Por ejemplo, para una concentracién de 4mM
el peso de DPPC es 3 mg y el volumen de agua es 1 ml. La temperatura de la solucién
(en este caso agua mili-Q) con la que se hidrata el DPPC debe estar por encima de la
temperatura de transicién de éste (aproximadamente 42°C) para formar liposomas MLV.
Posteriormente se agita a 600 rpm a una temperatura de 60°C durante 45 minutos, este
proceso se realiz6 en una estacidén de degasificacién (TA Instruments). Posteriormente los
liposomas se termalizan a 25°C y se degasifican a 600 rpm a 25°C durante quince minutos

para retirar burbujas de aire.

4.1.4 Preparacion de muestra y referencia

Cuando los liposomas se han preparado y degasificado se toma la cantidad necesaria
para el andlisis (aproximadamente 800 uL) y se agrega el anestésico o la mezcla de anesté-
sicos. La concentracion de los anestésicos utilizada en los experimentos, corresponde a la
concentracién utilizada en la practica clinica (concentracion de la solucién a la que se inyec-
ta a un paciente), la concentracién utilizada es: tetracaina 25mM, procaina 73mM, lidocaina
69mM, mepivacaina 106mM, prilocaina 73mM, bupivacaina 15mM y ropivacaina 16 mM.

El protocolo para agregar los anestésicos es el siguiente: los anestésicos se encuen-
tran en solucién y se agrega la cantidad necesaria para obtener la concentracion arriba
mencionada. En el caso de una mezcla de anestésicos, el segundo anestésico se agrega
inmediatamente después del primero. Después de adicionar el anestésico o la mezcla se
agita a 500 rpm por 10 segundos y se carga en el calorimetro para su analisis. Cabe men-
cionar que el orden en el que se agregan los anestésicos no produce cambios significativos

en el efecto, esto se observa en la figura 4.4. La muestra de referencia se prepara con todos
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Figura 4.4: Perfil calorimetrico de liposomas MLVs de DDPC bajo la influencia de prilocaina
hidroclorada 35mM y lidocaina hidroclorada 79mM. Curva azul: adicion de prilocaina segui-
do de lidocaina. Curva roja: adicion de lidocaina seguido de prilocaina.

los componentes de la muestra excepto los liposomas, es decir, agua y anestésicos.

4.2 Técnicas de analisis

La técnica de calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica que per-
mite medir la capacidad calorifica de un sistema. Durante el funcionamiento del calorimetro
las celdas (capilares que se llenan con la muestra y la referencia) se calientan simultanea-
mente a una velocidad determinada, la muestra en nuestro caso son los liposomas con o sin
anestésicos y la referencia contiene Unicamente agua con o sin anestésicos.

Cuando se calientan las celdas y se produce la transicidn fase, la muestra absorbe una
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mayor cantidad de calor respecto a la celda de referencia, asi que para mantener la misma
temperatura en las dos celdas, el calorimetro suministra una mayor potencia calorifica a la
celda de la muestra. La potencia suministrada es proporcional a la diferencia de capacidades
calorificas entre las dos celdas. Podemos observar en la figura 4.5 (derecha) las celdas del
calorimetro.

Para los experimentos se utilizé un Microcalorimetro NanoDSC, (TA Instruments) (figura
4.5), este tiene una interface con la computadora llamada DSCrun que permite controlar la
presion del dispositivo, la velocidad con la que aumenta la temperatura, la temperatura inicial
y final del barrido (barrido de temperatura), el tiempo de termalizacién, entre otros.

Un Nano DSC es un calorimetro ultrasensible que permite la caracterizacion de la estruc-
tura y estabilidad molecular. El equipo realiza mediciones utilizando pequefnas cantidades de
muestra (300 pL). Ademas el orden de deteccion es de uJ, la generacion de ruido que pro-
duce es de +15 nW y la reproducibilidad es del orden de 28 nW.

Estas caracteristicas hacen de la DSC una técnica que permite un amplio uso en el
estudio de biomoléculas. Para los experimentos se ajusté una presion constante dentro del
dispositivo de 3 atm y se configuré una velocidad de barrido constante de 1°C por minuto.
Antes de iniciar cada barrido térmico las muestras fueron equilibradas térmicamente a 25°C

por un tiempo de 5 minutos. Los barridos se realizaron en modo calentamiento de 25 a 50°C.

4.3 Grupos experimentales

4.3.1 Efectos de anestésicos locales en membranas lipidicas

Para comparar el efecto que produce cada anestésico en la membrana de lipidos se
tomo una concentracion fija de 50mM y se hidrataron los fosfolipidos con el anestésico, esto

aseguraba que el anestésico estuviera interactuando con todas las bicapas del liposoma. Es
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Figura 4.5: Microcalorimetro NanoDSC, TA Instruments. Derecha. Celdas del calorimetro y
principio del funcionamiento.

realizado de esta manera con la finalidad de obtener el efecto final que se tendria al agregar

el anestésico en liposomas y realizar un numero elevado de barridos.

4.3.2 Efecto de la combinacion de anestésicos en membranas
lipidicas
Para el estudio de la difusion de la combinacion de anestésicos en membranas de lipidos

se agregd el anestésico o la mezcla a los liposomas degasificados y se estudié tanto el

corrimiento de la temperatura de transicion de fase como la entalpia del sistema.

4.3.3 Difusidon de anestésicos en membranas de lipidos con calcio

Para el estudio de la difusién de anestésicos en membranas de lipidos se agrego el

cloruro de calcio a una concentracion de 10 mM en la hidratacién de los lipidos. Se estudié
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tanto el corrimiento de la temperatura de transicion de fase como la entalpia del sistema.
El andlisis de DSC para todos los experimentos se inicié 10 minutos después de que los
liposomas y el anestésico o0 mezcla de anestésicos entraran en contacto, incluyendo los 5

minutos de termalizacion previa al barrido.

4.4 Analisis de datos

Los datos se adquieren en tiempo real y se guardan por medio de la interfaz DSCrun que
proporciona TA Instruments. DSCrun permite que se ingresen datos de concentracion, masa
y volumen para realizar conversiones de unidades. Posteriormente los datos obtenidos son
analizados con el sofware Launch nanoAnalize y guardados en un archivo con extensién

.tex para ser procesados con el software Matlab.
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Resultados

El estudio termodindmico de la interaccién de anestésicos con membranas de lipidos
se realizé por medio de la técnica DSC, el modelo de membrana mas estudiado con esta
técnica es el de liposomas de fosfolipidos. Los principales efectos estudiados en este trabajo
son el corrimiento de la temperatura de transicion de fase y el cambio en la entalpia. En
la figura 5.1 podemos observar el perfil calorimétrico control (MLVs hidratados con agua
ultrapura mili-Q) de DPPC que tiene una temperatura de transicion principal (7},) cercana a
42 °C; la cual divide los estados de fase gel y la fase fluida de la membrana. También hay un
pico cercano a 36 °C y corresponde a la pretransicion; cambio de fase gel ordenada a fase
gel ondeante. Se observa un punto maximo de capacidad calorifica debido a la absorcidén
de energia que el sistema necesita para la transicién de fase, la medicién se realiza en

capilares herméticos por lo cual la entalpia no cambia (el sistema es cerrado).
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Figura 5.1: Perfil calorimetrico de liposomas MLVs de DPPC

5.1 Efectos de anestésicos locales en membranas
lipidicas

Para evaluar y comparar el efecto que prouce cada anestésico, se tomo6 una unica con-
centracion para todos los anestésicos. Esto es importante ya que en la practica clinica se
implementan distintas concentraciones. La concentracion mas baja usada es de 14.5 mM
correspondiente al anestésico local ropivacaina y la maxima concentracién usada es 106
mM, correspondiente a mepivacaina. Se eligio6 50 mM como la concentracién media para
observar el efecto de todos los anestésicos en membranas de DPPC. Cuando se agrega
anestésico local a los MLVs preparados, el perfil calorimétrico resultante muestra dos picos

para el primer barrido térmico, este resultado es consistente con lo reportado [35]. Al au-
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mentar el nUmero de barridos térmicos el pico de la izquierda aumenta mientras que el de
la derecha disminuye, sin embargo, para observar el efecto con mejor detalle es necesario
realizar un numero de barridos elevado. Cuando esto ocurre el pico correspondiente al pi-
co control practicamente desaparece y se observa un Unico pico, este pico corresponderia
al efecto maximo producido por el anestésico ya que la entalpia del pico es maxima y el
corrimiento de T, no varia. Para observar el efecto final que producen los anestésicos en
nuestro sistema de estudio se requieren 10 horas 0 mas en la mayoria de los casos. Cuan-
do se agrega el anestésico local en la hidratacion del DPPC se asegura su distribucion por
todos las bicapas de los liposomas, esto es andlogo a la difusion de anestésicos locales
después de un numero elevado de barridos, en los cuales los anestésicos ya se encuentran
interactuando con los fosfolipidos de todas las bicapas del liposoma. De esta forma se puede
obtener el efecto final con tan solo un barrido térmico. En la figura 5.2 se pueden observar
los perfiles calorimétricos para la interaccion de MLVs de DPPC con cada uno de los anes-
tésicos locales. La tetracaina (pico de la izquierda) es el anestésico local que produce un
mayor corrimiento en la temperatura de transicién, como se menciond la transicién de fase
control es de aproximadamente 42 °C, si observamos el pico de la tetracaina vemos que
se encuentra a una temperatura de transicién de aproximadamente 35 °C, es decir, el corri-
miento en la temperatura de transicidén de fase AT,, es de 7 °C. La procaina es el anestésico

local que produce un menor AT,,, aproximadamente 0.6 °C.

5.2 Efecto de la combinacion de anestésicos en
membranas lipidicas

Para estudiar el efecto de la combinacion de anestésicos locales y la relacidén con la con-
centracion de la mezcla, se realizaron barridos de las concentraciones de los anestésicos

involucrados, las combinaciones que se realizaron fueron las siguientes:

33



— Tetracaina
— Bupivacaina
— Ropivacaina
—— Prilocaina
—— Lidocaina
Mepivacaina
Procaina
—e— Control

Temperatura (°C)

Figura 5.2: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de anes-
tésicos locales. La concentracion utilizada para todos los anestésicos fue de 50 mM. Las
curvas fueron normalizadas.

Tetracaina-mepivacaina

Inicialmente se realizé el experimento de la interaccién de cada anestésico individual-
mente con MLVs, la concentracion de los anestésicos locales fue de 25mM para la tetra-
caina y 106mM para la mepivacaina. En la figura 5.3 se observa el perfil calorimétrico para
cada uno de los experimentos mencionados, también se puede observar el efecto de la
combinacion de los dos anestésicos locales. El efecto AT, de la combinacidén es mayor al
AT,, producido por cada anestésico en forma individual, es decir, no es un efecto totalmen-
te aditivo; el AT,, que produce la tetracaina sola es de aproximadamente 5 °C y el AT,
qgue produce la mepivacaina sola es de aproximadamente 3 °C, el AT, producido por la
combinacion es de aproximadamente 6 °C pero el efecto aditivo maximo seria de 8 °C.

Para estudiar el comportamiento de la difusién de la combinacion se realizé un barrido
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Figura 5.3: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de mepi-
vacaina, tetracaina y mepivacaina-tetracaina.

de concentraciones, para este caso se dejé la concentracion de la tetracaina fija (25mM)
y se modificd la concentracién de la mepivacaina, las concentraciones utilizadas fueron:
106 mM (concentracion utilizada en la practica clinica), 50 mM, 10 mM, 0.1 mM y 0 mM.
Los perfiles calorimétricos del barrido de concentracién se pueden observar en la figura
5.4, a mayor concentracién de mepivacaina hay un mayor AT,,. También es importante
resaltar que el area bajo la curva del pico izquierdo aumenta, es decir, aumenta el cambio
de entalpia; anteriormente se mencioné que este aumento se relaciona con la difusiéon de
los anestésicos, esto es consistente también con la reduccién de la entalpia del pico de la
derecha (pico control). A mayor concentracion de mepivacaina se obtiene un mayor AT,, asi
como una difusidbn mas rapida.

Para un analisis mas completo de la difusion de la combinacién se utilizé6 el método de
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Figura 5.4: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la com-
binacidn tetracaina-mepivacaina. La concentracon de la tetracaina permanece fija (25 mM)
y se realiza un barrido de concentracién de mepivacaina.

cinética de difusidn propuesto en trabajos previos de nuestro laboratorio [35]. Se realizaron
30 barridos de calentamiento de 25 a 50 °C, se calculé la entalpia de los dos picos para cada
scan, esto corresponde a cada uno de los puntos de la figura 5.5. Los puntos se ajustaron
con una funcién exponencial y se obtuvo el coeficiente de difusién. En las curvas se puede
observar que a mayor concentracion de mepivacaina hay un mayor coeficiente de difusién,
esto es consistente con los resultados de la figura 5.4; una mayor entalpia del pico izquierdo
para el primer barrido térmico, se relaciona con una mayor velocidad de difusion. Por este
motivo no se realizaron las cinéticas del resto de combinaciones, ya que la duracion de cada
experimento es de aproximadamente 15 horas y se puede obtener un acercamiento de este

resultado con solo un barrido térmico que tarda 30 minutos.
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Figura 5.5: Cinética de difusién. Cambio de entalpia en funcién del tiempo. Secuencia de
30 perfiles calorimétricos de la cinética de difusidén de tetracaina-mepivacaina ante una con-
centracion fija de tetracaina (25 mM) y un diferentes concentraciones de mepivacaina. Las
curvas superiores corresponden a la entalpia del pico ezquierdo de los perfiles calorimétri-
cos y las curvas inferiores al pico derecho.

Tetracaina-lidocaina

Para el estudio de esta combinacidn inicialmente se dejé la concentracion de la tetracaina
fija y se modifico la concentracion de la lidocaina, las concentraciones usadas de lidocaina
fueron: 69 mM (concentracién clinica), 35 mM, 25 mM, 17 mM, 8 mM y 0 mM. Se puede
observar en la figura 5.6 los perfiles calorimétricos. A mayor concentracion de lidocaina se
obtiene un mayor AT,, asi como una mayor entalpia para el pico de la izquierda. Estos
resultados sugieren que si bien la lidocaina contribuye a una mayor difusién y a un mayor

AT,,, este AT, es de tan solo 1 °C.
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Figura 5.6: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la com-
binacién tetracaina-lidocaina. La concentracon de la tetracaina permanece fija (25 mM) y se

realizé un barrido de concentracion de lidocaina.

Al dejar fija la concentracién de la lidocaina (69 mM) y variar la concentracion de la

tetracaina; 25 mM (concentracion clinica), 12 mM, 6 mM, 3 mM y 0 mM, se observa en la

figura 5.7 una variacion AT,, mayor que en el caso anterior, es decir, la tetracaina produce

un mayor AT,, de la combinacién. A mayor concentracion de tetracaina también se observa

una mayor entalpia.
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Figura 5.7: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la com-
binacidn tetracaina-lidocaina. La concentracén de la lidocaina permanece fija (69 mM) y se

realiz6 un barrido de concentracién de tetracaina.
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Lidocaina-prilocaina

Esta combinacién es ampliamente usada en la practica clinica [38]. En la figura 5.8 se
puede observar que el efecto de estos dos anestésicos es similar. Al dejar la lidocaina fija a
69 mM (concentracion clinica) y variar la prilocaina; 79 mM (concentracion clinica), 40 mM,
20 mM, 10 mM, 5mM y 0 mM). Observamos que a mayor concentraciéon hay un mayor AT,
y una mayor entalpia del pico de la izquierda. Esto es consistente con los resultados de las

combinaciones anteriores.
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Figura 5.8: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la com-
binacién lidocaina-prilocaina. La concentracén de la lidocaina permanece fija (69 mM) y se
realiz6 un barrido de concentracién de prilocaina.

Al dejar fija la concentracion de la prilocaina y modificar la concentracion de la lidocaina;
69 mM, 35 mM, 17 mM y 8 mM, observamos en la figura 5.9 que el aumento de la concen-
tracién de lidocaina no contribuye tanto en el AT,, de la combinaciéon como la prilocaina del

resultado anterior.
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Figura 5.9: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la com-
binacién lidocaina-prilocaina. La concentracdn de la prilocaina permanece fija (79 mM) y se
realiz6 un barrido de concentracién de lidocaina.

Tetracaina-procaina

La tetracaina es el anestésico que mayor AT,, produce y la procaina es el que menor
AT, produce. Al realizar esta combinacién se dej6 la concentracién de la tetracaina fija y
se modificd la concentracion de la procaina; 79 mM, 40 Mm, 20 mM y 10 mM. Los perfiles
calorimétricos se pueden observar en la figura 5.10. Una vez mas se observa que para una
mayor concentracidén de procaina el AT,, aumenta y la entalpia del pico izquierdo también
aumenta, sin embargo el corrimiento AT,, es inferiora 1 °C.

Cuando se dejo la concentracion de la procaina fija y se modificé la concentracién de la
tetracaina; 25 mM, 12 mM, 6 mM, 3 mM y 0 mM. Se observa en la figura 5.11 que el AT, es
mucho mayor que en el caso anterior, es decir, el anestésico que esta regulando en mayor

medida el efecto final de la combinacion es la tetracaina.
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Figura 5.10: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la
combinacion tetracaina-procaina. La concentracon de la tetracaina permanece fija (25 mM)
y se realizé un barrido de concentracion de procaina.
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Figura 5.11: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de la
combinacion tetracaina-procaina. La concentracdn de la procaina permanece fija (73 mM) y
se realiz6 un barrido de concentraciones de prilocaina.

Todos los resultados de las combinaciones de anestésicos locales son consistentes con
los primeros resultados, a mayor corrimiento AT,, del anestésico en forma individual, mayor

contribucién en la combinacion. Esto a su vez esta relacionado como lo mencionamos an-
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tes con la potencia del anestésico que a su vez esta relacionada con la liposolubilidad de
cada anestésico. Por esta razén se decidio realizar una combinacién con una molécula mas
liposolube: como un anestésico general, por ejemplo. Estos tienen un mayor coeficiente de
particién que los anestésicos locales. El siguiente estudio se basa en la combinacién de un

anestésico general con un anestésico local.

5.3 Efecto de la combinacion de anestésico general y
local con membranas de lipidos

Pentobarbital-lidocaina

Para el estudio de esta combinacidn la concentracion de pentobarbital es de 5mM. En la
figura 5.12 se observa el perfil calorimétrico para la interaccién de pentobarbital con MLVs, el
AT,, obtenido es de aproximadamente 0.5 °C. El efecto de la lidocaina a una concentracion
de 69 mM también se puede observar en la misma figura, el AT,, es aproximadamente de
1.5 °C. Cuando los anestésicos se combinan se obtiene un Unico pico para el primer barrido
de mediciones, esto es interesante debido a que las combinaciones de anestésicos locales
siempre generaban dos picos, es decir, los anestésicos locales se difundian por las bicapas
externas hacia las bicapas internas de los liposomas. Para el primer barrido de mediciones
aun no habian interactuado con todas las bicapas del liposomas y por ello ain se observaba
el pico cercano a 42 °C (pico control). El efecto producido por la combinacién de estos
anestésicos es sinérgico debido a que el AT, del pentobarbital es 0.5 °C y el de la lidocaina
es 1.5 °C. Se esperaria que si es aditivo el efecto sea menor o igual a 2 °C, sin embargo
el AT,, producido de la combinacién de anestésicos al interactuar con las membranas de

fosfolipidos es mucho mayor; de aproximadamente 7 °C.
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Figura 5.12: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de pen-
tobarbital, lidocaina y pentobarbital-lidocaina.

Pentobarbital-procaina

Cuando se realiz6 esta combinacion se observo un resultado similar al anterior; el efecto
de la combinacion es mucho mayor (AT,, aproximadamente de 7 °C) a la adicion de los
efectos individuales de la interaccion de anestésicos con MLVs. Esto se puede observar en
la figura 5.13.

Pentobarbital-Anestésico local

En la figura 5.14 se puede observar el efecto de la combinacién de pentobarbital 5 mM
con: tetracaina 25 mM, lidocaina 69 mM y procaina 73 mM. El mayor AT,, se obtiene al
combinar pentobarbital con la tetracaina, seguido de la combinacion de lidocaina y por ultimo
con la procaina. Para todos los casos el efecto AT,, es mucho mayor a la adicidén de los AT,,

individuales y para todos los casos se obtiene un Unico pico para el primer barrido térmico.
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Figura 5.13: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de pen-
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Figura 5.14: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC bajo la influencia de
pentobarbital-lidocaina, pentobarbital-procaina y pentobarbital-tetracaina.
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5.4 Difusion de anestésicos en membranas de lipidos con
calcio

El calcio es un ion divalente asociado con procesos inflamatorios, los tejidos inflamados
presentan una mayor concentracién de calcio [39]. Cuando hay inflamacién no se puede
anestesiar el tejido [40], estudios en el laboratorio [41] reportan un AT, hacia temperaturas
mayores, es decir, hacia la derecha; esto se asocia a interacciones que producen rigidizacion
de la membrana. Para este estudio se adicioné el cloruro de calcio 200 mM en el proceso
de hidratacién de los liposomas de DPPC, esto asegura que el calcio pueda interactuar en
todas las bicapas de los liposomas con los fosfolipidos. Los iones divalentes pueden interac-
tuar con las cabezas de los lipidos, de manera que la interacciéon de coulomb entre el calcio
positivo y los fosfatos negativos de las cabezas de los lipidos aumenta la cohesién de la
membrana, reflejado en un corrimiento de la transicién hacia altas temperaturas. Esta inter-
accion explica la rigidizacién de las membranas. Los estudios reportados también muestran
que la presencia de calcio reduce el efecto (AT,,) producido por los anestésicos. La figura
5.15 muestra el perfil calorimétrico de los liposomas con calcio a una concentracion de 10
mM, se observa un corrimiento en aproximadamente 0.5 °C hacia la derecha. Esto es con-
sistente con lo mencionado, el calcio esta asociado con la rigidizacion de las membranas de
fosfolipidos.

En los estudios anteriores adicionaron el anestésico en el proceso de hidratacion de los
fosfolipidos y esto permitia observar el efecto final que producia el anestésico en membranas
de fosfolipidos con calcio, sin embargo, en este estudio se busca observar la difusion del
anestésico. El anestésico se adicion6 a los liposomas preparados con calcio, en la figura
5.16 se puede observar el perfil calorimétrico. El efecto de la interaccion de tetracaina 25

mM con liposomas con calcio muestra la aparicién de un tercer pico, el pico de la izquierda
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Figura 5.15: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC con calcio 10 mM.

se encuentra aproximadamente a 37 °C, el pico del medio a 39 °C y el pico de la derecha a
42.5 °C, el pico de la izquierda se encuentra aproximadamente a la misma T, producto de
la interaccion de tetracaina con liposomas de DPPC. El pico de la derecha corresponde al
pico control de los liposomas de DPPC con calcio 10 mM (aproximadamente a 42.5 °C).
Después de la adicidn del anestésico los liposomas se incubaron a una temperatura de
25 °C con agitacion. Se realiz6é una segunda medicidn tres horas después de la adicion del
anestésico y se puede observar en la figura 5.16 que aunque el pico de la izquierda tiene un
pequefo aumento, no hay cambios considerables. Se realizé una tercera medicion 24 horas
después y se puede observar que aunque el pico de la izquierda aumenta no cambian las
caracteristicas principales del perfil calorimétrico; siguen estando presentes los tres picos.

Al realizar un segundo barrido para los casos anteriores se obtienen perfiles calorimétricos
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Figura 5.16: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC con calcio 10 mM bajo la
influencia de tetracaina 25 mM en funcién del tiempo. La curva celeste corresponde al perfil
calorimétrico obtenido al realizar un segundo barrido de medicion.

similares al que se observa en la figura 5.16, los tres picos desaparecen y solo permanece
el pico de la izquierda.

Enlafigura 5.17 se observa la comparacion del perfil calorimétrico obtenido de la difusidn
de la combinacion pentobarbital 5 mM y tetracaina 25 mM en MLVs de DPPC con y sin calcio,

el efecto es similar para estos casos.
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Figura 5.17: Perfiles calorimétricos de liposomas MLVs de DPPC con y sin calcio 10 mM

bajo la influencia de pentobarbital 5 MM mas tetracaina 25 mM.
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Discusion

La hipétesis propuesta plantea que la difusion de una mezcla de anestésicos en MLVs
esta regulada por el cambio de entropia (desorden en la membrana) y los valores de pKa
de los mismos. Por medio del estudio termodinamico fue posible obtener informacién de la
energia del sistema y relacionar las caracteristicas macroscépicas (por ejemplo el AT,,) del
sistema con las caracteristicas microscopicas (por ejemplo las interacciones electrodinami-
cas del anestésico con los lipidos) para una visién global del sistema.

A partir de los resultados de la figura 5.5 se relacioné la cinética de difusién (evolucion
temporal de la entalpia) con el cambio de entalpia obtenido en el primer barrido térmico
(5.4); se relaciona un cambio de entalpia alto para el pico de la izquierda (membranas inter-
actuando con los anestésicos) con una mayor velocidad de difusiéon de anestésico o combi-
nacion de anestésicos. Esto se basa en que la difusion de anestésicos es completamente
dependiente de la interaccidn de los mismos con los lipidos de la membrana plasmatica y

esto depende de su liposolubilidad. Los anestésicos pueden interactuar con los lipidos y
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modificar las propiedades termodinamicas, electroestaticas y mecanicas de la membrana
[21].

La liposolubilidad ademéas depende del pH, se ha demostrado que aun con la depen-
dencia del pH los anestésicos deprimen la T, [42] [43] [44]. En solucién el amino terminal
del anestésico local puede estar protonado o neutro, dependiendo del pH de la solucién la
molécula se puede encontrar en una forma terciaria (no protonada) soluble en lipidos y en
una forma cuaternaria (protonada) soluble en agua. Cuando la amina esta protonada puede
interactuar de forma coulombica con los grupos fosfato de los lipidos que tienen una carga
negativa [45] [46] [47]. A pesar de que las diferentes especies tienen un papel crucial en la
difusion, nuestros experimentos se realizaron a un pH 4-6 para el cual todos los anestési-
cos locales utilizados se encuentran protonados, de esta forma se evita tener mas de una
especie del anestésico local. También es importante resaltar que el pH de la solucién al cual
se inyectan los anestésicos en su uso clinico (que es el mismo al pH del agua Mili-Q) se
encuentra en el rango de pH 4-6.

El corrimiento en la temperatura de transicion de un perfil calorimétrico hacia la izquierda
esta relacionado con un cambio en la membrana que provoca mayor desorden estructural y
un cambio hacia la derecha se relaciona con interacciones en la membrana que producen
rigidizacion (orden). Se ha demostrado que algunas moléculas como gramicidina, neuro-
transmisores y alcoholes producen una depresidon en la temperatura de transicion de fase,
es decir, fluidizan la membrana [40]. También se ha reportado la depresién de la temperatu-
ra de transicion de fase para los anestésicos generales y para algunos anestésicos locales
[36]. Nuestro trabajo permitié observar el corrimiento de T, para cada anestésico local, en
donde todos los anestésicos locales estudiados produjeron una depresion en la temperatura
de transicion de fase para MLVs de DPPC. Aunque existen reportes del corrimiento en la 7,
debido a anestésicos locales en membranas de lipidos, no se habia realizado un estudio ter-

modindmico de la interaccidén de la mayoria de anestésicos locales utilizados en la practica
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clinica.

Es importante resaltar la relacién de la potencia del anestésico con el corrimiento que
este produce. El efecto en AT, se relaciona con la potencia de los anestésicos locales
reportada. En la figura 5.2 el orden de mayor a menor AT, corresponde con una mayor
a menor potencia de los anestésicos locales. Siendo mas potente la tetracaina seguida de:
bupivacaina, ropivacaina, prilocaina, lidocaina, mepivacaina y finalmente procaina. Estudios
previos habian reportado la relacion del corrimiento en la temperatura de transicion de fase
en presencia de anestésicos locales [48]. Sin embargo, no se habia comparado el efecto
de los principales anestésicos locales que se usan actualmente en la practica clinica ni la
relacion del efecto en AT,, con la potencia del anestésico local. Es importante aclarar que
la relacién de potencia y efecto no es lineal como en el caso de los anestésicos generales
volatiles, esto debido a su dependencia con el pH.

También se estudio la temperatura de transicion de fase y entalpia de combinaciones de
anestésicos locales, en la actualidad se realizan estas combinaciones con el fin de obtener
mejores resultados en la anestesia. Se basan en las caracteristicas reportadas de forma
empirica, sin embargo, no es clara la interaccion de combinacion de anestésicos locales
con membranas. Observamos que al combinar anestésicos locales se obtiene un mayor co-
rrimiento AT, final y una mayor entalpia del pico de la izquierda para el primer scan, que en
los casos en que estos anestésicos actian en forma individual. Como mencionamos ante-
riormente, la potencia de los anestésicos esta relacionada con el AT, producido, podemos
inferir que la combinacion de anestésicos podria tener una mayor potencia que los anesté-
sicos de forma individual. También observamos una mayor entalpia del pico izquierdo, esto
se encuentra relacionado con las membranas por las que ya se ha difundido el anestésico,
es decir, la combinacién se difundié mas rapidamente que los anestésicos de forma indivi-
dual. Es interesante resaltar que al dejar la concentracion fija de alguno de los anestésicos

y hacer un barrido de concentraciones del segundo anestésico, el efecto se ve regulado en
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mayor medida por el anestésico que individualmente inducia un mayor AT,, (desorden), la
difusion parece estar regulada por el anestésico mas potente.

Las combinaciones realizadas muestran que en todos los casos el AT,, es mayor com-
parado con los AT, individuales, se puede inferir que las combinaciones realizadas pueden
tener una mayor potencia, también se obtuvo una mayor difusion de la mezcla en la combi-
nacién. Esto nos lleva a pensar que la difusién y efecto (AT,,) esta regulada por la entropia
o desorden de los anestésicos involucrados. Por ejemplo para el caso de la combinacion de
la tetracaina con procaina (casos extremos en la escala de potencia, figura 1.6 ), cuando
se modifica la concentracién de procaina hay un cambio AT,, de aproximadamente 1 °C.
Cuando es modificada la tetracaina el AT,, es de aproximadamente 7 °C, comparado este
efecto con el anterior es evidente que la tetracaina en este caso es el anestésico que regula
mayormente el efecto de la combinacién. El intercambio de entalpias (areas bajo la curva)
entre los picos H1 (pico de la izquierda) y H2 (pico de la derecha) se encuentra relacionada
con la difusién de los anestésicos, la entalpia H1 incrementa al aumentar la concentracién
de los anestésicos. Se puede observar en la figura 5.10 que al aumentar la concentracién
de procaina, la entalpia del pico izquierdo aumenta rapidamente. Cuando se modifica la
concentracién de la tetracaina se observa en la figura 5.11 que el aumento de la entalpia se
produce mas lentamente, esto puede deberse a que la concentracidén es baja mientras que
cuando se modifica la concentracion de la procaina la concentracién es mas alta. Podemos
inferir de estos resultados que la entalpia es modificada mayormente por la concentracion
de la mezcla de anestésicos.

Por los resultados anteriores surgi6 la idea de estudiar el efecto de una molécula mas
liposoluble que los anestésicos locales utilizados. Se observé que el AT, se relaciona con
la potencia y a su vez la potencia esta relacionada con la liposolubilidad del anestésico.
Todos los experimentos realizados se realizaron con agua mili-Q como agente hidratante y

debido a que es importante mantener los protocolos de preparacion para poder comparar
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los efectos fue necesario hacer uso de una molécula que se pudiera agregarar en soluciéon a
los liposomas. Las moléculas que cumplen con la caracteristica de ser mas liposolubles son
los anestésicos generales, el pentobarbital se encuentra en solucién y es posible adicionarlo
a los liposomas sin alterar el protocolo de preparacién mencionado.

Se realizaron experimentos con anestésicos que producen un corrimiento AT,, alto, me-
dio y bajo combinados con el anestésico general pentobarbital, los resultados son sorpren-
dentes en cuanto al efecto AT,, y la entalpia del pico correspondiente a membranas interac-
tuando con los anestésicos (pico izquierdo). Para el caso del pentobarbital- lidocaina se ob-
serva que ademas de producir un mayor corrimiento AT,,, este corrimiento es muy superior
a la adicién de sus AT, individuales. La combinacion pentobarbital-lidocaina, pentobarbital-
procaina y pentobarbital-tetracaina, produce en todos los casos un corrimiento AT,, muy
superior a la suma de sus efectos individualmente.

Podemos pensar que hay un afecto sinérgico en la combinacion de anestésicos locales
con pentobarbital, proponemos que debido a que el pentobarbital tiene un alto coeficiente
de particién, éste se difunde rapidamente por las bicapas de lipidos del liposoma y desor-
dena las mismas, por lo cual el segundo anestésico: tetracaina, lidocaina o procaina; puede
difundirse mas facilmente por las capas de membrana. El AT,, producido por la interaccién
de la combinacién de anestésicos con MLVs de DPPC puede deberse a las interacciones
de la mezcla con las colas de los fosfolipidos. Cuando los anestésicos interactuan con las
membranas en los dominios hidr6fobos (corresponden a las colas de los fosfolipidos), las
fuerzas Van Der Waals pueden verse disminuidas debido a la interaccion con el anestésico
y esto puede producir la reduccién en la temperatura de transicion de fase (se desordena
la membrana). También se puede observar un Unico pico de la combinacion, el pico control
desaparece, esto indica que la combinacién se difundié por todas las bicapas del liposoma
para el primer barrido térmico y que ni siquiera las bicapas internas de los liposomas se

encuentran libres de la interaccidn con anestésicos, este efecto es similar al obtenido con
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anestésicos generales.

Aunque en la practica clinica no se obtenga anestesia local con un anestésico general,
este efecto podria ser utilizado para regular la difusion de anestésicos locales o0 mezclas de
anestésicos locales.

En la practica clinica no se pueden anestesiar los tejidos inflamados y debido a que los
tejidos inflamados se encuentran relacionados con una elevacion en el calcio [49] [50] [40],
realizamos un estudio de liposomas con 10mM de calcio . La interaccion de iones divalentes
con la membrana lipidica neutra es de tipo dipolo monopolo. Esto se debe a la densidad de
carga negativa asociada a la cabeza de los fosfolipidos permite la interaccion con los iones
de calcio. Esta interaccién produce un apantallamiento de la membrana suficientemente
fuerte como para modificar la estructura y estabilidad de la bicapa lipidica. Ademas vence
la estabilidad que proporcionan las cadenas acilicas (colas) de los fosfolipidos, esto se ve
reflejado en el corrimiento hacia la derecha de la 7,,,.

Cuando se agrega el anestésico local tetracaina 25 mM a los liposomas con calcio se
obtuvo un resultado muy interesante, aparece un tercer pico. Para explicar este fenémeno
proponemos que el tercer pico se debe a que el calcio interactia con las cabezas de los
fosfolipidos y esto a su vez rigidiza la membrana. Cuando se adiciona la tetracaina y debido a
la rigidizacion por el calcio, le cuesta mas trabajo difundirse por las bicapas de los liposomas.
Al interactuar con las bicapas de fosfolipidos externas, se modifica la interaccidn fosfolipido-
calcio y ésta permite que los enlaces calcio con las cabezas de los fosfolipidos se debiliten
y el calcio sea expulsado de la membrana. Lo que es consistente con estudios previos de
desplazamiento de calcio por anestésicos [51]. Esto s6lo ocurriria con las bicapas externas,
donde el pico de la izquierda representaria este caso en el que el corrimiento AT, es similar
al corrimiento cuando no hay presencia de calcio.

Teniendo en cuenta que la interaccién de la tetracaina con los fosfolipidos se ve afectada

por el calcio puede existir una competencia en la que la tetracaina fluidiza la membrana y el
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calcio la rigidiza, este caso corresponderia al pico del medio. Las bicapas de la parte media
del liposoma podrian estar en este estado, en el cual coexisten e interactian la tetracaina,
el calcio y los fosfolipidos, el corrimiento AT, de la tetracaina es inferior que cuando no
hay calcio presente. El pico de la derecha corresponde a membranas que no se encuentran
interactuando con el anestésico, se puede observar que el pico derecho se encuentra apro-
ximadamente a 42.5 °C, 0.5 °C por encima de la T,,, de los MLVs de DPPC sin calcio. Esto
se debe al efecto rigidizante antes mencionado, donde las bicapas internas del liposoma
corresponderian al estado mencionado. Estos resultados son consistentes con los estudios
reportados, el anestésico no produce el AT,, esperado debido a la presencia del calcio es-
to podria indicar que la potencia disminuye, el calcio se convierte en una barrera para el
efecto de los anestésicos y esto podria explicar porque los tejidos inflamados no pueden ser

anestesiados.
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Conclusiones

En este trabajo se realizd un estudio termodinamico de la difusion de anestésicos y com-
binacién de anestésicos en membranas de lipidos, el modelo de membrana utilizado fue
MLVs de DPPC. También se estudi6 el efecto de la difusién de anestésicos en liposomas
con calcio, donde un aumento de éste en la membrana esta relacionado con procesos infla-

matorios. Los resultados de estos estudios permiten concluir que:

a) La interaccion de anestésicos locales con membranas de fosfolipidos induce depresion
en la temperatura de transicién. El efecto en el corrimiento de la temperatura de transi-
cion de fase AT, esta relacionado con la potencia reportada de los anestésicos locales;
a mayor AT,, mayor potencia del anestésico. Esto es consistente con los estudios repor-

tados.

b) La difusién de la combinacién de anestésicos locales esta regulada por la entropia (des-
orden) de los anestésicos de la mezcla misma, el anestésico al que se le asocia un mayor

efecto AT, individual es quien regula en mayor medida la difusion de la combinacion.
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c) La presencia de calcio impide que se presente depresion en la temperatura de transi-
cion de fase producida por los anestésicos, es decir, impide el efecto en el corrimiento
de la temperatura de transicion producida por anestésicos, esto es consistente con los

procesos biolégicos mencionados.

7.1 Perspectivas

Los resultados obtenidos sobre las combinaciones de anestésicos exploradas en este
trabajo ofrecen un acercamiento para comprender la difusion de anestésicos en membra-
nas. Es necesario realizar estudios en membranas que contengan proteinas y lipidos para
un mayor acercamiento a las membranas biolégicas. Un paso natural seria probar los resul-
tados de este trabajo en modelos de sistemas vivos y en sistemas animales. Esto permitiria
estudiar la potencia, duracién y tiempo de inicio producidos por la combinacion de anestési-
cos para compararlos con los resultados obtenidos. Ademas, se podria estudiar el efecto de
la combinacidén de anestésicos en tejidos inflamados de sistemas animales. Esto arrojaria
informacion de la reversién de la anestesia en tejidos inflamados para su uso en la practica

clinica.
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