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Resumen 

 El surfactante pulmonar es un componente clave en la función del 

pulmón. Elementos que puedan afectar su composición o actividad, sin dudas 

tendrán un efecto sobre la función pulmonar. A partir de su particular 

composición lipoproteica,  el surfactante pulmonar es capaz de disminuir la 

tensión superficial al final de la espiración, evitando el colapso alveolar en cada 

ciclo respiratorio. La anestesia inhalatoria es una herramienta de uso médico 

primaria en la cirugía, sin embargo, la relación entre las hipoxemias mantenidas 

en el pos-operatorio inmediato y la función pulmonar por el uso de anestésicos 

inhalatórios, no está completamente comprendida.  Cuando un paciente recibe 

una anestesia inhalatória, su sistema pulmonar es la primer barrera a los 

anestésicos y la estructura corporal con mayor concentración del anestésico. 

La disminución o incapacidad funcional del surfactante pulmonar por la 

anestesia inhalatoria esta sugerida en la literatura, pero no existe evidencia 

certera de su relación. En esta tesis nos planteamos un abordaje traslacional 

que estudia los efectos del sevoflurano desde la fisiopatología pulmonar a los 

aspectos moleculares de la anestesia en membranas. Nuestros resultados nos 

permiten relacionar a la disfunción del surfactante pulmonar como elemento 

clave en el proceso de colapso alveolar y alteración del intercambio gaseoso 

que los pacientes sufren durante la anestesia. Este mecanismo se relaciona 

con afectación del orden lateral de las membranas de surfactante pulmonar por 

la inclusión de los anestésicos, afectando el estado de hidratación y 

modificando la dinámica de las mismas. Esto se correlaciona con una 

incapacidad tensoactiva para disminuir la tensión al final de la espiración, que 

con lleva a inestabilidad alveolar y colapso. Los resultados de la presente tesis 

son concluyentes y permiten hacer un análisis traslacional entre los aspectos 

biofísicos y la función pulmonar. 
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Introducción  

2.2. El Pulmón 

2.2.1. Origen y Evolución 

El origen embriológico del pulmón se encuentra asociado a etapas 

tempranas de la evolución en la que los primeros tetrápodos abandonan la vida 

acuática y, a partir de estructuras branquiales, desarrollan un sistema de 

intercambio de gases adaptado a la vida terrestre. En vertebrados este sistema 

se encuentra asociado a un repliegue del esófagico, por lo que el origen del 

tejido pulmonar es el endodermo acompañado secundariamente por el 

mesodermo, del cual se origina la vascularización pulmonar (Wood-1992). 

Sin embargo, los "pulmones" de los animales invertebrados presentan 

diferencias sustanciales a los pulmones de los vertebrados, dado que se 

forman a partir de una invaginación del ectodermo.  

El aparato respiratorio está compuesto de estructuras especialmente 

adaptadas al medio terrestre y a la respiración aérea. Básicamente, su función 

esencial es poder movilizar cantidades variables de aire desde y hacia la 

atmósfera para promover el intercambio de gases (ingreso de oxígeno y 

eliminación de anhídrido carbónico). Esto debe ocurrir en un espacio que 

permita la transferencia de los gases entre un entorno líquido y otro gaseoso. 

Este espacio es el sector alveolar, caracterizado por  una estructura 

multilobulada de distribución fractal que proporcionan una mayor superficie de 

intercambio gaseoso, con lo cual se logra una mayor eficiencia del intercambio 

(Weibel-1962). Un dato muy interesante resulta de comparar la eficiencia 

energética que tienen mamíferos y aves, comparando con la respiración 

branquial que usan los peces. Mientras los peces destinan aproximadamente 

un 20% de su energía metabólica en respirar, las aves y mamíferos solamente 

emplean un 2%, esto denota la relevancia que tiene esta gran superficie de 

intercambio en la optimización de la energía destinada para ello. Sin embargo, 

esta eficacia está fuertemente basada en un diseño desafiante: el sector de 

intercambio (alveolar) es el estructuralmente más frágil debido a la delgadez de 

sus paredes (una capa de tejido epitelial plano junto a una capa de endotelio 
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capilar) y, al mismo tiempo, es sometido a un régimen de deformación 

constante (desde el colapso a la distensión) promovido por el ciclo respiratorio.   

En mamíferos, la caja torácica aloja al tejido pulmonar, el cual se 

encuentra dividido en dos estructuras simétricas (pulmones), conectados a un 

sistema de transporte desde y hacia la atmósfera (vía aérea). La caja torácica 

presenta tres componentes básicos: el óseo (columna dorso-lumbar y costillas) 

para dar soporte, el muscular (fundamentalmente diafragma, pero también 

músculos intercostales y cervicales) para generar cambios de presión y el 

pleural (conformado por dos hojas serosas, una visceral y otra parietal que 

otorgan hermeticidad al espacio intratorácico y menor rozamiento para que el 

tejido pulmonar se deslice dentro de la caja). La vía respiratoria conformada por 

la vía aérea central (traquea y bronquios fuente), se bifurca en 23 generaciones 

de ramos  de menor calibre, que finalmente terminan en los sacos alveolares 

(Figura 1). Estas estructuras se encuentran altamente vascularizadas (casi en 

un contacto intimo alveolo-capilar) lo que permite lograr con gran eficiencia el 

intercambio gaseoso (oxígeno y dióxido de carbono) entre la sangre y el aire 

alveolar. A este nivel, es importante destacar que el  intercambio gaseoso se 

debe a la diferencia alveolo-capilar de presiones parciales de oxígeno y dióxido 

de carbono y se realiza por difusión pasiva. 

  

 En el humano se estima que un pulmón puede tener hasta 150 

millones de alvéolos, con un tamaño promedio de 75 a 300 micras de diámetro 

 

Figura 1. Imagen de la 

distibución bronquial y estructura 

alveolar. A) Estructura del árbol bronquial 

en el pulmón de mamíferos. B) Sacos 

alveolares formados por múltiples 

unidades simples de alvéolos. C y D) 

Micrografías electrónicas de los alvéolos 

agrupados en sacos alveolares en donde 

se distinguen los alvéolos de forma 

individual. 
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interno. Por lo cual es posible estimar que la superficie final de intercambio 

gaseoso es de aproximadamente 70 m2 (Daniels y Orgeig-2003; Rogan-2006). 

Independientemente de la especie y/o la diversidad morfologica de los 

pulmones de mamíferos, todos se caracterizan por poseer estructuras 

alveolares recubiertas por finas películas de fluido (del inglés, epitelial lining 

fluid), que permiten la  difusión de gases mediante cambios cíclicos de 

volumen. Esta estructura debe de sufrir grandes cambios de presión durante el 

ciclo respiratorio y maximizar la superficie de intercambio gaseoso con el gasto 

energético mínimo (Clements-1961).  

 

2.2.2.  Fisiología 

La función esencial del aparato respiratorio consiste en desplazar 

volúmenes de aire desde la atmósfera a los pulmones y viceversa. Este 

proceso es conocido como ventilación y consta de un proceso cíclico de dos 

etapas: la inspiración, que provoca la entrada de aire a los pulmones; y la 

espiración, que impulsa su salida. Este proceso sucede en las grandes vías 

respiratorias como mencionamos anteriormente. Sin embargo, en los sacos 

alveolares tal como se mencionara anteriormente, los gases contenidos en el 

aire que ingresa al pulmón difunden a favor de su gradiente de concentración, 

de lo cual resulta la simultánea oxigenación y detoxificación de la sangre. 

El volumen corriente (volumen total de aire que entra al tejido pulmonar 

durante la respiración tranquila del ciclo respiratorio), está en estricta relación 

con el trabajo del sistema cardiovascular (dependiendo del estado de actividad 

del individuo) y también del ritmo circadiano. 

Para que se lleve adelante el intercambio gaseoso, es necesario que los 

gases atraviesen por difusión pasiva una barrera física que se constituye de: 

una película superficial acuosa, las células epiteliales que forman la pared del 

alveolo, la capa intersticial, las células endoteliales de los capilares 

sanguíneos, el plasma y la membrana del eritrocito que capta o libera los gases 

(Figura 2). 
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Surfactante Pulmonar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la barrera alveolo-capilar, extraído de 
Cañadas-Casals-2012. 

 

Como podemos ver en la figura 2 en el epitelio alveolar existen dos tipos 

diferentes de células, las células tipo I o neumocitos de tipo I  (N-I, planas) que  

provienen de la diferenciación de los neumocitos tipo II  (N-II, cuboidales). Los 

N-I no se dividen, cubren el 90 % del epitelio alveolar y son células escamosas, 

de estructura aplanada y delgada para facilitar la difusión gaseosa.  

Los N-II son las más abundantes, sin embargo solo recubren el 10 % del 

epitelio alveolar, y son células polarizadas con un extremo apical que forma 

microvellosidades. Los N-II tienen un metabolismo muy activo, pues se 

encargan de producir y secretar los componentes del surfactante pulmonar. 

Además están implicados en generar componentes de la matriz extracelular y 

moléculas mediadoras en los procesos de crecimiento, desarrollo, inflamación, 

lesión y reparación del tejido pulmonar, como citoquinas y factores de 

crecimiento. Se han descrito más de 600 genes de expresión diferencial entre 

neumocitos de tipo I y de tipo II (Gonzalez-2005). 

Neumonocito Tipo-II 

Macrofago Alveolar 

Patogeno 

CO2 

O2 

Neumonocito 

Tipo I 
Capilar 
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Existen además en el epitelio respiratorio macrófagos alveolares para el 

mantenimiento de una superficie respiratoria libre de partículas y entidades 

patógenas que hayan podido entrar por las vías respiratorias. 

 

2.3. Surfactante Pulmonar 

El epitelio alveolar es la primera barrera a contaminantes y patógenos a 

través de la vía aérea; como mencionamos anteriormente está constituido 

mayoritariamente por dos grupos de células N-I y N-II. Estas células son 

responsables de la reabsorción activa del edema pulmonar, síntesis y secreción 

de surfactante y participan en los procesos de inflamación y reparación 

pulmonar.  

Los N-II se encargan de la síntesis y secreción del surfactante pulmonar 

al espacio alveolar en la fina capa acuosa que reviste al epitelio, que se conoce 

como hipofase. Posteriormente luego de su adsorción en la interfase 

aire/líquido cumple con su función principal de disminuir la presión intra-

alveolar al final de la espiración evitando el colapso alveolar (Zuo-2008). Su 

composición es una mezcla de fosfolípidos (FL) y proteínas, mayoritariamente, 

siendo muy específica cuando se compara con otras membranas celulares y 

entre los mamíferos dependiendo de la especie (Postle-2001).  

 

2.3.1. Biosíntesis y transporte de lípidos.  

 Luego de sintetizado el surfactante es almacenado en estructuras 

subcelulares denominadas cuerpos lamelares, las cuales son membranas 

altamente empaquetadas con lípidos y proteínas relacionadas al surfactante 

pulmonar. Luego de finalizado el proceso de maduración del cuerpo lamelar 

éstos son almacenados hasta que sea necesaria su secreción al espacio 

acuoso alveolar por un proceso activo. En la hipofase el cuerpo lamelar sufre 

diversas transformaciones como la formación de mielina tubular o su adsorción 

a la interfase aire-líquido para formar una película (monocapa) que es 

necesaria para llevar a cabo su función tensoactiva (Figura 3). La formación de 

la mielina tubular depende de una composición lipídica adecuada, la presencia 

de las proteínas del surfactante (SP-A y -B) y de calcio (Benson-1984; Suzuki-

1989; Poulain-1992). 
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Más allá de formar la monocapa y la mielina tubular luego de la 

secreción al espacio alveolar, se han podido identificar estructuras 

membranosas (multi-bicapas) en la hipofase cercana a la monocapa, las cuales 

se cree están adheridas a la interfase aire-líquido y colaboran como reservorio 

de material tensoactivo a la monocapa interfacial (Schürch-1998, Bachofen-

2005).  

Figura 3: Imágenes de microscopia electrónica. A) la fusión de un cuerpo 

multivesícular (MVB) con un cuerpo lamelar (LB) en neumocitos tipo II de pulmones de ratón 

(Weaver-2002). B) La organización de la mielina tubular (MT) a partir de los cuerpos lamelares 

(Young-1992).  C) La película superficial de surfactante sobre un neumocito, en la que se 

aprecian estructuras multilamelares. 

 

 Clásicamente los cuerpos lamelares  se conciben en base a los 

estudios de microscopia electrónica,  como estructuras altamente compactadas 

que requieren un adecuado ensamblaje de elementos de tipo bicapa, lo cual es 

necesario para la correcta inserción y funcionalidad del material (Figura 3).  

Se ha demostrado que el alto grado de compactación se encuentra 

estrechamente relacionado a la presencia de SP-B madura (Stahlman-2000). 

Cuando se genera knock-out para la SP-B, estos individuos tienen ausencia de 

cuerpos lamelares y una acumulación de los cuerpos multivesiculares en los N-

II (Nogee-1994; Clark-1995; Wegner-2007), lo cual hace pensar que los 

cuerpos multivesiculares sean probablemente los precursores inmediatos de 

los cuerpos lamelares, y que la SP-B, presente algún tipo de actividad esencial 

para la compactación y almacenamiento de los lípidos del surfactante dentro de 

los cuerpos lamelares. 
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En los últimos años se ha identificado como elemento clave de la 

maduración de los cuerpos lamelares a una proteína de membrana 

denominada proteína transportadora de unión a ATP A3 (ABCA3, del ingés 

ATP-binding cassette A3). Esta proteína pertenece a la familia de 

transportadores de membrana que emplean la hidrólisis del ATP para el 

bombeo de diferentes moléculas a través de membranas celulares (Hollenstein-

2007, Linton-2007). Se piensa que la proteína ABCA3 sería responsable del 

bombeo de lípidos del surfactante a los compartimentos similares a los de la 

vía endosomal para dar lugar a la biogénesis de los cuerpos lamelares 

(Mulugeta-2002, Ban-2007). La actividad de la proteína ABCA3 permite explicar 

la acumulación de especies saturadas en las membranas de surfactante, y 

además promovería la acumulación de membranas en el interior de los cuerpos 

multivesiculares para dar lugar a la formación de estructuras más densamente 

empaquetadas en los cuerpos lamelares una vez integrada la proteína SP-B 

madura. 

Parte del material es reciclado desde el epitelio alveolar luego de ejercer 

su función tensoactiva, pero más allá de este reciclado, N-II posee toda la 

maquinaria enzimática para la síntesis de novo de sus componentes. Pese a 

ser ésta la célula especializada en la síntesis y secreción de surfactante 

pulmonar, también las células Clara (células epiteliales bronquiolares), pueden 

producir las proteínas y lípidos (a excepción de SP-C). Sin embargo, esta 

síntesis no parece tener relevancia en el pool alveolar del surfactante pulmonar 

(Weaver-1998). 

Los lípidos son sintetizados en el retículo endoplásmico de los N- II, 

donde la síntesis del lípido mayoritario del surfactante, dipalmitoilfosfatidilcolina 

(DPPC), se puede realizar por dos vías: síntesis de novo o reciclado de PC 

insaturada. Siendo la última de éstas la principal vía de síntesis de la DPPC 

(aprox. 55%), es necesario la presencia de la fosfolipasas A2 y peroxirredoxina 

6 (dependiente e independiente de calcio respectivamente), así como de la 

lisofosfatidilcolina aciltransferasa.  
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Figura 4: Rutas sintéticas de la fosfatidilcolina. LPX= Lisofosfolípido; 

PX=Fosfolípido. 

 

Para la síntesis de fosfatidilglicerol (PG), es necesaria la enzima 

fosfatidilglicerofosfato sintasa y tanto PG como el fosfatilinositol tiene como 

precursor común al CDP-diacilglicerol (Perez-Gil-Weaver-2010). Mientras que 

para el colesterol se cree que el 90-99% deriva de las lipoproteínas séricas, 

principalmente VLDL (Guthmann-1997), pese a eso sin embargo, dependiendo 

de los niveles de lipoproteínas en sangre es posible la síntesis de colesterol en 

el N-II a partir de acetato o glucosa (Batenburg-Haagsman-1998). 

Luego de sintetizado en el retículo endoplásmico y hasta la acumulación 

como cuerpos lamelares, los lípidos son transportados mediante diferentes  

vías: i) transporte vesicular (pasando por el aparato de Golgi y los cuerpos 

multivesiculares), ii) transporte no vesicular y iii) difusión directa entre el retículo 

y los cuerpos lamelares, por lo cual es de vital importancia la presencia de 

ciertas proteínas que aseguren el contacto transitorio entre ambas estructuras 

(Perez-Gil-Weaver-2010). 

 

2.3.2.  Biosíntesis de proteínas 

El surfactante pulmonar posee 4 proteínas específicas denominadas: 

SP-A, -B, -C y -D, todas son sintetizadas principalmente en los N-II. Aunque las 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -16 
 

proteínas SP (excepto SP-C) son también expresadas en las células no ciliadas 

del epitelio bronquioalveolar y células clara (Batenburg-Haagsman-1998), más 

aún, también se han podido identificar en el tracto gastrointestinal (Fisher-

Manson-1995). La expresión de SP-A y –D en las mucosas y otros órganos 

externos se cree que tiene como objetivo la defensa contra microorganismos 

como es el caso de las glándulas lacrimales,  implicadas en la defensa contra 

infecciones de la superficie del ojo (Brauer-2007b). También se ha identificado 

a la SP-B y SP-C en el ojo, lo que hace pensar de la existencia de complejos 

tipo surfactante para estabilizar la interfase aire-líquido ocular (Brauer-2007a). 

La SP-A es una colectina con sitio de reconocimiento de azúcares  y en 

el humano se encuentra codificada por dos genes con secuencia muy 

conservada, SP-A1 y SP-A2, localizados en el cromosoma 10. La importancia 

fisiológica de la existencia y coexperesión de estos dos genes ha sido puesta 

en evidencia en los últimos años (Floros-Kala-1998, Wang-2004, Mikerov-

2005). El gen para la SP-D humana también se encuentra en el cromosoma 

10q, relativamente cerca de los genes de la SP-A (Crouch-1993). Cuando son 

sintetizadas, estas proteínas poseen un péptido señal que luego de su 

translocación al retículo endoplásmico es eliminado. En el retículo sufren varias 

modificaciones postraduccionales, dentro de las que se incluyen: 

glicosilaciones e hidroxilaciones. En la Figura 8 se resume el proceso de 

expresión y maduración de ambas colectinas. 

Figura 5: Síntesis y procesamiento de la SP-A (A) y SP-D (B) humanas y su localización 

intracelular. A) El gen de la SP-A posee 7 exones, que incluyen cuatro regiones codificantes y 

cinco regiones no traducidas. B) El gen de la SP-D está compuesto por 8 exones, 4 regiones 
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codificantes y 5 regiones no  traducidas. En los monómeros de SP.A y SP-D maduras se han 

representado las prolinas hidroxiladas (OH) y la glicosilación (Y) del dominio colagénico, los 

puentes disulfuro intramoleculares (-S-S-) así como las cisteínas (S) que estabilizan la 

estructura oligomérica.  

 

Tanto la SP-B como la SP-C son sintetizadas en forma de precursores 

(prepro-proteína) y se codifican en el cromosoma 2 y 8, respectivamente.  

Estos precursores tienen 40-42kDa y 21 kDa, respectivamente. Ambas son 

sintetizadas en el retículo endoplásmico y en el caso de las SP-C son di-

palmitoiladas en el aparato  de Golgi (ten Brinke-2002). Para lograr ser 

funcionalmente activas es necesario que sean procesadas proteolíticamente en 

varias etapas a lo largo de la ruta de secreción para dar lugar a los polipéptidos 

maduros activos. En la figura 6 es posible ver  los compartimentos 

intracelulares y las etapas proteolíticas que se  conocen para el procesamiento 

de las proteínas SP‐B y ‐C (Nogee-1998; Brasch-2002; ten Brinke-2002; 

Brasch-2003; Brasch-2004; Mulugeta-Beers-2006). Se piensa que los 

segmentos N y C terminal de ambas proteínas están relacionados a una 

protección de las proteínas maduras de los entornos hidrofílicos y pueden 

brindar un correcto plegamiento evitando su agregación dada su elevada 

hidrofobicidad. Es prácticamente desconocido el destino de los segmentos N y 

C terminal de ambas, pero se conoce que la región C terminal de la proSP-C es 

fundamental para el correcto plegamiento de la misma y si se realizan 

mutaciones de la misma puede comprometer el correcto plegamiento de la 

proteína (Mulugeta-2007). Por lo cual se plantea que tenga alguna función tipo 

chaperona no solamente relacionado con la maduración de la SP‐C, sino que 

podría ser luego de eliminado este precursor para facilitar el correcto 

plegamiento de otras proteínas. Para el segmento N terminal de la proSP-B se 

le ha atribuido alguna actividad antibacteriana dado que posee un dominio 

estructural de tipo saposina, lo cual le atribuye características citolíticas y 

antibacterianas (Olmeda-2011, Yang- 2010). 
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Figura 6: Ruta de procesamiento de las proteínas hidrofóbicas (SP-B y -C) del 

surfactante pulmonar en el N-II. Figura modificada  por la Dra. Elena López-Rodríguez a 

partir de Nogee-1998, Brasch-2002, ten Brinke- 2002, Brasch- 2004 y Mulugeta-Beers-2006. 

 
Cuando existe algún proceso de alteración en el normal procesamiento 

de las  proteínas (pero particularmente para la SP-B), se produce una 

insuficiencia respiratoria severa. Por ejemplo, la acumulación de proteínas 

desplegadas en el retículo endoplásmico, conlleva a una respuesta 

denominada de estrés que se conoce como UPR (del inglés, unfolded protein 

response). Dependiendo de la severidad, es posible que se activen las señales 

para apoptosis, produciendo un daño severo que se conoce como fibrosis 

pulmonar idiopática (IPF, del inglés idiopathic pulmonary fibrosis) (Günther-

2012). 

  

2.3.3.  Secreción de surfactante pulmonar 

La secreción de todos los componentes del surfactante pulmonar se 

lleva a cabo por dos vías: i) Secreción asociada a cuerpos lamelares (lípidos y 

proteínas hidrofóbicas) y ii) Secreción no asociada a cuerpos lamelares 

(proteínas hidrofílicas). Como mencionamos anteriormente, las proteínas 
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hidrofóbicas del surfactante, SP-B y SP-C, en encuentran en el espacio 

subcelular de los N-II en los cuerpos lamelares, y son secretadas en conjunto a 

los lípidos que son responsables de la actividad tensoactiva (Oosterlaken-

Dijksterhuis-1991b). Sin embargo, para las proteínas hidrófilicas (SP-A y SP-D), 

cuando la secreción es de novo, ésta no se encuentra asociada a los cuerpos 

lamelares (Crouch-1991; Voorhout-1992; Ikegami-1994; Osanai-1998), sino que 

son secretadas de forma independiente al resto de los componentes 

lipoproteicos. 

a) Secreción asociada a cuerpos lamelares. Como vimos 

anteriormente las proteínas SP-B y SP-C tienen una vía exocítica dependiente 

del retículo endoplásmico, aparato de Golgi y los cuerpos multivesculares, 

luego de lo cual cuando éstos maduran son acumulados como cuerpos 

lamelares. Es claro que la SP-B juega un rol fundamental en la biogénesis de 

los cuerpos lamelares, lo cual se asocia a sus propiedades fusogénicas. Existe 

una maquinaria enzimática muy importante para el correcto procesamiento 

temporal y espacial de la proteína destacándose la aspartil proteasa napsina A 

y la cisteín proteasa catepsina H (Brasch-2003; Guttentag-2003; Ueno-2004) 

entre el aparato de Golgi y los cuerpos multivesiculares (Brasch-2004). Un 

detalle interesante resulta de la deleción del gen para la SP-B, más allá de que 

estos ratones transgénicos presentan carencia de los cuerpos lamelares, tienen 

un procesamiento incompleto del precursor de SP-C (Clark-1995; Vorbroker-

1995; Weaver-Conkright-2001). Se cree que la SP-C no estaría implicada en la 

biogénesis de los cuerpos lamelares (Glasser-2001), sin embargo, es posible 

identificar recurrentes inflamaciones y alteraciones estructurales en los alveolos 

de humanos y ratones carentes de SP-C (Nogee-2002).  

b) Secreción independiente de los cuerpos lamelares. Las proteínas 

SP-A y SP-D, pertenecen a la familia de las colectinas y se asocian 

principalmente a la defensa inmune innata (Casals-García-Verdugo-2005; 

Wright- 2005), sin embargo esto es algo que está cambiando conceptualmente 

y se discutirá más adelante. Ambas presentan una organización estructural 

similar, que puede resumirse como un fragmento N-terminal corto, seguido de 

un segmento colagénico conectado a través de una región conectora helicoidal 

con un dominio de reconocimiento de carbohidratos (Crouch-Wright- 2001). 

Estas proteínas forman homotrímeros  que además se ensamblan en 
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estructuras de orden mayor (Kuroki-Voelker-1994). Pese a que las función 

principal de la SP-A es la eliminación de patógenos de las vías aéreas y 

también la modulación de la respuesta pro-inflamatoria (Arias-Diaz-2000; 

Wright-2005; Sano-2005), se ha identificado que esta proteína es clave para la 

formación de la mielina tubular (Poulain-1992). Además se ha podido demostrar 

experimentalmente que tiene propiedades de preservación de las propiedades 

tensoactivas del surfactante (Cockshutt-1990; Casals-2001) frente a agentes 

inhibidores de la función tensoactiva, como puede ser la proteína C-reactiva 

(Sanez-2010). Se conoce que la SP-A regula la secreción del surfactante 

(Dobbs-1982) y al mismo tiempo promueve el reciclado de los fosfolípidos de la 

hipofase por parte de los N-II (Bates-1994). SP-A se transporta vía aparato de 

Golgi donde sufre glicosilaciones y es secretada de forma constitutiva (Osanai-

1998, -2006). Pese a que existe controversia sobre la presencia de SP-A y SP-

D en los cuerpos lamelares, es posible afirmar que dicha presencia se debe al 

reciclado del material tensoactivo desde el epitelio alveolar y no a que sean 

secretadas por estos orgánulos. 

2.3.4.  Regulación de la secreción  

La secreción de los cuerpos lamelares puede ser desencadenada por 

diferentes factores, pero por sobre todo, el estímulo más importante para su 

secreción es la distensión mecánica a la que son expuestos los N-II durante la 

respiración (Wirtz –Dobbs-1990). El primer suspiro de un recién nacido a 

término puede desencadenar la secreción masiva de surfactante necesario 

para las primeras inspiraciones (Massaro-Massaro-1983; Rooney-2001). Pérez-

Gil discute sobre la estructura de los cuerpos lamelares, considerándolas como 

estructuras con un gran contenido energético en su interior (asociado al 

empaquetamiento de unidades hidrofóbicas), que al llegar a la interfase, de 

alguna manera liberan su contenido como una “explosión” del organelo (Pérez-

Gil 2008b) (ver figura 7).  
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Figura 7: Imagen de 

microscopía electrónica que 

permite ver la liberación del 

contenido de un cuerpo lamelar 

en la membrana apical (Tomado 

de Rooney-1994) 

 

El mecanismo descripto para el efecto de la distensión y secreción del 

surfactante pulmonar es mediado por calcio citosólico, el cual es necesario 

para la fusión de los cuerpos lamelares con la membrana apical del neumocito 

(Ashino-2000; Frick-2004). Los receptores β-adrenérgicos, adenosina A2B, y 

purinérgicos P2Y2, a través de la unión a ATP desde el espacio alveolar, 

producen la estimulación de estos receptores que desencadena una cascada 

de señales mediada por la proteína-kinasa A (PKA), la proteína kinasa C (PKC) 

y la kinasa calcio-calmodulina dependiente (Rooney-2001; Dietl-Haller-2004; 

García-Verdugo-2008). Cuando se produce una activación simultánea por 

distintas vías de señalización es posible incrementar la secreción del 

surfactante pulmonar hasta 12 a 15 veces (Fehrenbach-2001). Los -

adrenérgicos, los factores de crecimiento, las citoquinas y otros mediadores, 

pueden regular la maduración de los N-II así como inducir la síntesis y 

secreción del surfactante pulmonar (Andreeva-2007). Dentro de las hormonas 

más importantes en la regulación de su metabolismo se destacan los 

glucocorticoides, las hormonas tiroideas, los estrógenos, los andrógenos y la 

insulina, entre otras. Por otro lado, la diferenciación y actividad biológica de las 

células del epitelio alveolar puede ser afectada por factores de crecimiento 

como el EGF, PDGF, IGF, TGF-β o TNF-α, entre otros. También mediadores 

químicos como el interferón-γ y otras citoquinas pueden influir en la síntesis de 

surfactante.  
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Clásicamente, se ha utilizado por los últimos 30 años, la acción 

reguladora de los glucocorticoides (cortisol) sobre el metabolismo de los N-II, 

dado que estimulan la maduración de los cuerpos lamelares y su secreción en 

el pulmón antes del nacimiento, evitando así  el estrés respiratorio del recién 

nacido por inmadurez (Boggaram-1991; Gonzales-2002). Para poder ser 

secretados los cuerpos lamelares en la membrana apical de los N-II, es 

necesario que sean trasportados por algunos elementos del citoesqueleto 

como pueden ser los microtúbulos y microfilamentos; la desorganización de 

éstos impide su secreción y reciclado (Brown-1985; Miklavc-2009). 

 

2.3.5.  Adsorción 

Pese a no conocer con claridad todos los mecanismos moleculares que 

conlleva la desorganización de los cuerpos lamelares en las estructuras antes 

mencionadas como puede ser la mielina tubular o los componentes 

multilamelares identificados en la hipofase, existen al día de hoy algunas 

teorías basadas en elementos experimentales que permiten comprender 

relativamente bien cómo es el proceso. Haller y colaboradores, han 

demostrado que es posible transferir directamente de los cuerpos lamelares, 

material tensoactivo a una interfase aire/agua, independientemente de la 

existencia de la mielina tubular (Haller-2004). Tal como se mencionara 

anteriormente, existe un reservorio de material tensoactivo adherido a la 

monocapa interfacial (ver figura 3), que se cree provee a esta monocapa de 

material tensoactivo durante el ciclo inspiración/espiración, lo cual impediría la 

pérdida definitiva del material en el ciclo respiratorio. Lo modelos más recientes 

de la organización del surfactante pulmonar en la interfase e hipofase alveolar, 

plantean un modelo tridimensional que considera la función tensoactiva desde 

el punto de vista dinámico (Pérez-Gil-2008b). Esto plantea que durante la 

compresión, el cambio de volumen alveolar (30-40%) produce un aumento de 

la tensión intra-alveolar, excluyendo material de la interfase alveolar con escasa 

capacidad tensoactiva y reservando en la interfase, surfactante con buena 

performance tensoactiva. Para que en  el próximo ciclo inspiratorio no exista la 

formación de una fase gas (cuando los fosfolípidos están tan separados que no 

puede interaccionar), asociada a la pérdida de material del ciclo anterior y al 

cambio de volumen inspiratorio, es necesario que se incluya material 
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tensocativo desde la hipofase como estructuras multilamelares (Pérez-Gil 

2008b). Para que todo este proceso funcione de manera dinámica es 

imprescindible que el surfactante pulmonar cuente con una adecuada 

composición lipídica y proteica que permita el correcto funcionamiento (ver 

figura 8).  

 

 
 
Figura 8. Esquema propuesto por Pérez-Gil como mecanismo de inclusión y exclusión 

de material tensoactivo durante el ciclo respiratorio (tomado de Pérez-Gil-2008b) 

 

Los detalles de composición y funcionamiento de las proteínas 

involucradas se detallan en la próxima sección. 

 

2.3.6.  Degradación y reciclaje 

Luego de secretado y posteriormente a haber cumplido su función, el 

surfactante pulmonar es reciclado  por endocitosis en los N-II (aprox. 90%) y 

almacenado en los cuerpos lamelares para ser nuevamente secretado (Wright-

Clements-1987). Parte del surfactante secretado sin embargo, tiene como 

destino final la degradación por los macrófagos alveolares, llegando a alcanzar 

hasta un 10%  del total secretado. Se ha medido el tiempo de renovación para 

el surfactante pulmonar en unas 1 a 3 horas, siendo demostrado para la 

fracción lipídica (Rider-2000), así como también para las cuatro proteínas 

(Young-1989; Baritussio-1992; Breslin-Weaver-1992; Ueda-1995; Herbein-

2000; Stevens-2001). Sin embargo, en trabajos del grupo de Orgaig con 
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modelos de pulmón aislado, se ha podido demostrar que cambios del perfil 

lipídico y proteico pueden ser generados con tan solo 30 minutos de ventilación 

mecánica, lo que demuestra ser un sistema bien adaptado para los cambios en 

la actividad física o aún durante la ventilación mecánica (Orgaig-1995). 

SP-A, SP-B y SP-C promueven el reciclado de lípidos y proteínas de la 

hipofase alveolar, pero se ha podido demostrar que para el caso las proteínas 

hidrofóbicas su acción es independiente de calcio (Sane-Young-1994). SP-D 

también cumple un rol en el reciclado de los cuerpos lamelares, pero no parte 

de las células tipo II (Herbein-2000), la ausencia de la proteína produce una 

acumulación de los componentes del surfactante pulmonar en liquido epitelial y 

en los cuerpos lamelares (Botas-1998; Korfhagen-1998). 

 

2.4.  Surfactante Pulmonar: bioquímica y funcionalidad 

2.4.1. Composición del surfactante y funcionalidad de sus 

componentes 

La porción fosfolipídica ocupa el 90-95 % de la fracción lipídica, siendo el 

5-10 % restante lípidos neutros, mayoritariamente colesterol. El fosfolípido más 

importante es la fosfatidilcolina (PC), siendo la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) 

el 50 % aproximadamente de éste y el resto fracciones insaturadas como 

palmitoil-oleoilfosfatidilcolina (POPC). DPPC es el responsable más importante 

de la capacidad tensoactiva del SP. Aparte de la FP otras clases fosfolipídicas 

cumplen un rol importante en la función del SP, así los FL aniónicos como 

fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS) y ácido 

fosfatídico (PA), son responsables en conjunto con la fracciones insaturadas de 

PC del orden y morfología lateral de la monocapa e hipofase del SP. Además 

de estos FLs, la fosfatidiletanolamina (PE) pese a ser un fosfolípido menor 

tiene gran relevancia en la función del SP dado su capacidad de promover la 

formación de estructuras no-lamelares tipo hexagonales inversas (HII) y 

cúbicas, las cuales son de gran relevancia para la inclusión/exclusión de 

material tensoactivo de la interfase alveolar (Serrano-20006; Zuo-2008; Perez-

Gil-2008b). Estos lípidos como la FE poseen una forma molecular tipo cónica 

debido a sus cabezas polares tiene menor volumen que el diámetro de rotación 

las cadenas acilo (y los últimos grupos metilo) por lo que promueven las formas 

hexagonales y cubica , en el caso contrario los grupos en los que sus cabezas 
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polares poseen el mismo diámetro que sus volúmenes de rotación de sus 

cadenas acilo, poseen forma cilíndrica y dan lugar a estructuras tipo lamelares 

(ej: DPPC) (Notter-2000; Tolle-2002). El Colesterol como mencionamos 

anteriormente tiene valores elevados próximo al 20 % molar con respecto a las 

fracciones fosfolipídicas (Bernardino de la Serna-2004), ver figura 9. 

Las proteínas del surfactante pulmonar fueron denominadas como  SP-

A, B, C, D (surfactant protein), separándose en hidrofílicas SP-A y D, e 

hidrofóbicas SP-B y C. Las primeras presentan un rol inmunológico (SP-A 

también se cree tiene funciones tensoactivas), siendo las segundas las 

vinculadas a la capacidad tensoactiva, tal como mencionamos anteriormente 

(ver figura 9).  

 

 

Figura 9: Porcentajes parciales de lípidos y proteínas del surfactante pulmonar. 

(modificado de Notter-2000) 

 

SP-A es la proteína más abundante del SP, con un punto isoeléctrico 

entre 4 y 5 en forma de monómero (26-38 kDa), pero pude presentarse 

multimérica, cuyo rol mayoritario se asocia a su actividad colectina. Posee uno 

o dos oligosacáridos unidos a asparagina, un sitio de reconocimiento a 

carbohidratos (CDR, carbohydrate domaine recognition) y dos de unión a calcio 

(Casals-2001). Para su oligomerización necesita de la formación de puentes 

disulfuro en su extremo N-Terminal para que estabilicen su estructura 

oligomérica. Esta oligomerización es relevante para la función de agregación 
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de vesículas que tiene la proteína, cuya región se encuentra ubicada en la 

confluencia entre el dominio globular y el conector coiled-coil (ver figura 10) 

(Casals-2001; Wright-2005). Animales knock-out para SP-A y D tienen mayor 

susceptibilidad al desarrollo de infecciones, pese a no mostrar SDRA. (Perez-

Gil-2008b). 

 

Figura 10: Modelos estructurales para la SP-A y –D.  A) Modelo estructural de la forma 

monomérica, trimérica y octadecamérica de la SP-A. B) Estructura tridimensional de un 

fragmento de la SP-A de rata correspondiente a las regiones CRD y cuello, en sus formas 

monomérica y trimérica (Tomado de Head-2003). 

 

El monómero de SP-D tiene una masa molecular de 43 kDa, pero se 

encuentra en forma de dodecámero constituido por 4 trímeros en forma 

cruciforme (ver figura 11). Tal como en el caso de la SP-A, su región N-terminal 

estabiliza el oligómero por la formación de disulfuro, y también una región 

globular CRD (Haagsman-2008).  
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Figura 11: A) Modelo estructural de la forma trimérica y dodecamérica de la SP-D. B) 

Estructura cristalina de las regiones CRD y cuello del trímero de la SP-D humana (tomado de 

Hakansson-1999). 

 

SP-A presenta al menos tres actividades esenciales para la función del 

surfactante pulmonar, se destacan su capacidad de unión a la superficie de 

patógenos, lo cual facilita la respuesta inmunológica de los macrófagos 

alveolares; su capacidad de interacción con lípidos y en particular su unión en 

forma selectiva con DPFC; y la posibilidad de establecer interacciones 

proteína-proteína, dentro de las que se incluyen la auto-asociación y su 

interacción con otras proteínas, destacándose la interacción con SP-B. 

Se ha demostrado que la SP-A puede modular la inflamación 

desencadenado eventos pro y antiinflamatorios, así como eliminación de 

microorganismos de manera directa o indirecta promoviendo la fagocitosis por 

parte de los macrófagos y monocitos (Wright-2005; Kuroki-2007). La actividad 

antimicrobiana parece depender de la oligomerización tipo dodecamérica 

(Orgeig-2010). 

Casals y colaboradores han demostrado que SP-A puede promover la 

agregación de vesículas lipídicas de manera dependiente de calcio (Casals-

2001), se piensa esta característica pueda colaborar en la promoción de los 

contactos entre las bicapas de la hipofase alveolar y la monocapa, lo cual sería 

necesario para la transferencia de material tensoactivo desde la interfase en la 

espiración y desde la hipofase durante la reextensión en la inspiración (Taneva-

Keough-2000; Morrow-2007). También para estas características “tensoactivas” 

de la SP-A se conoce que es necesario la oligomerización tipo dodecámero de 

la proteína (Sanchez-Barbero-2005). 
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Se ha propuesto que la SP-A en conjunto con la SP-B, son necesarias 

para la formación de la mielina tubular (ver figura 12). Esto se ha confirmado a 

través de la generación de animales “knock-out” para SP-A, los cuales no 

tienen mielina tubular,  sin embargo presentan una función respiratoria normal 

(Korfhagen-1996), aunque como se mencionó antes, se ve afectada su 

respuesta inmunológica (Perez-Gil-2008b). 

 

Figura 12: Imagen de la 

organización de la Mielina 

tubular (MT). A) Puede verse en 

la imagen inferior señalado con la 

flecha la presencia de partículas 

en las esquinas de la red de MT, 

existiendo evidencia de que se        

trata de las SP-A (Williams-1977). 

 B) se aprecian  estructuras tipo cruz que dan estabilidad a la red de MT (Nag-1999). C) Modelo 

propuesto para la organización de la MT incluyendo la presencia de SP-A y –B. Se propone que 

SP-A actuaría como andamiaje de la estructura lipídica y SP-B como facilitador de los 

contactos entre las bicapas lipídicas (tomado de Pérez-Gil-2008b).  

 

 

Finalmente, una de las funciones más destacadas de la SP-A se 

encuentra asociada a la capacidad de reversión de alteraciones tensoactivas 

del surfactante pulmonar por la presencia de proteínas plasmáticas en el 

epitelio alveolar cuando la barrera alveolocapilar se encuentra alterada (Holm-
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1988; Warriner-2002). Por ejemplo, se ha demostrado que la SP-A puede 

revertir in vivo e in vitro los efectos deletéreos de la proteína C-reactiva, 

disminuyendo las alteraciones pulmonares y la organización supramolecular del 

surfactante pulmonar expuesto a la proteína C-reactiva (ver figura 13) 

 

 

Figura 13: Imagen de vesículas gigantes unilamelares de extracto orgánico de surfactante 

pulmonar normal (pLES), expuesto a proteína C-reactiva (+ CRP) y a la proteína C-reactiva en 

presencia de SP-A (extraído de Saenz-2010). 

 

En cuanto a la SP-D, sus funciones se encuentran asociadas a la 

respuesta inmune del pulmón, lo cual lo realiza en parte mediante la atenuación 

de la inflamación y claramente la eliminación de los patógenos del tracto 

respiratorio (Kuroki-2007). Se ha demostrado que  la SP-D reconoce el 

Lipopolisacarido (LPS) de las bacterias mediante su dominio CRD, produciendo 

la agregación de las mismas o aglutinación (Crouch-Wright-2001). 

Sin embargo en los últimos años se ha identificado que la SP-D es 

importante para el mantenimiento de la homeostasis del surfactante pulmonar. 

Ratones “knock-out” para SP-D sufren de una acumulación de los lípidos del 

surfactante y una alteración de la estructura de los agregados grandes 

(elementos de gran capacidad tensoactiva que se purifican del LBA tras una 

centrifugación de alta velociadad), lo cual se cree es debido a una alteración 

del reciclado del surfactante pulmonar por los N-II (Ikegami-2005). 

Las otras dos proteínas, denominadas SP-B y C son pequeñas proteínas 

altamente hidrofóbicas. Sumadas no superan el 2-3 % del peso total del 

surfactante pulmonar, pero juegan un rol crucial en la formación y estabilización 

de la monocapa o film tensoactivo. En pacientes con deficiencia de SP-B o 
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ratones knock-out se desarrolla un distress respiratorio letal, siendo menos 

grave para ratones deficientes para SP-C, pero aun evolucionando a una 

neumonitis progresiva (Serrano-2006). 

 SP-B es la proteína más importante del SP para el correcto 

funcionamiento durante el ciclo respiratorio, permitiendo una rápida 

transferencia de especies fosfolipídicas tensoactivamente efectivas desde la 

hipofase a la interfase aire/líquido, así como un colapso ordenado de la 

monocapa durante la espiración. Su secuencia aminoacídica (80 aa) la incluye 

en una familia de proteínas denominadas saposinas, las cuales tienen 

estructura en -hélice anfifílica, permitiendo a la proteína orientarse de manera 

paralela a la interfase de membranas. Mayoritariamente se encuentra formando 

un homodímero a través de una cisteína libre (cys-48), lo cual es muy 

importante en la promoción e intercambio de FL en la interfase (Cabre-2012). 

SP-B al igual que SP-C se encuentra asociada a estructuras de membranas 

desordenadas (bi - Ld y monocapa - Le), interaccionando con FL aniónicos 

como FG, se plantea que los dimeros colaboran con la formación de 

estructuras HII y cúbicas, promoviendo la exclusión ordenada de los FL del film 

durante la compresión evitando el colapso de la monocapa que imposibilita 

posteriormente la re-expansión (Bernardino de la Serna-2004, Chavarha-2010). 

(Ver figura 14) 

 

Figura 14: Modelo de 

SP-B y su interacción 

con mono-bicapas. A) 

Modelo propuesto por 

Zaltash para el dímero de 

SP-B (Zaltash-2000). 

Polaridad superficial,  se 

puede ver los residuos 

cargados en azul y los 

residuos hidrofóbicos en 

amarillo. B) Detalle de la 

interfase de dimerización 

de la SP-B formada por 

las hélices 3 de cada 

monómero y estabilizada 

A)                               B) 

 

 

 

 

 

 C)                                                                    D) 

 

 

 

                                  



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -31 
 

por el puente disulfuro formado por cys48/cys48’ y los puentes salinos (líneas discontinuas) de 

los pares Glu51/Arg52’ y Glu51’/Arg52. C y D) modelo de interacción con mono y bicapas 

propuesto por Perez-Gil-2008b. 

 

En los últimos años se ha empezado a  identificar la posibilidad de que 

SP-B pueda formar oligómeros mayores al dímero (Wustneck-2003). Esto se 

ha demostrado en la formación de agregados de SP-B en monocapas 

comprimidas, asociados a los límites de los dominios líquido condensados 

(Cruz-2004), lo que sugiere las interacciones SP-B/SP-B podrían ser 

esenciales para la capacidad de la proteína de promover el estrecho 

empaquetamiento entre las distintas estructuras del surfactante y la formación 

de estructuras multilamelares (Cabre-2009). Por último, es importante destacar 

la existencia de interacciones SP-B/SP-C, lo cual se ha demostrado  mejora  la 

capacidad tensoactiva entre ambas, mediante experimentos de compresión de 

monocapas (Taneva-Keough-1994), así como la interacción molecular por 

ensayos de apagamiento de fluorescencia y de transferencia de energía 

(FRET) (Cabre-2009). 

SP-C es una proteína extremadamente hidrofóbica, se encuentra 

compuesta por 35-36 aa., mayoritariamente valina, leucina e isoleucina (66% 

de aminoácidos hidrofóbicos), siendo la única proteína específica del SP (ten 

Brike-2002). Mezclas de SP-B y SP–C aumentan la velocidad de absorción de 

los fosfolípidos (Nag-1996a; Schurch-2010). Al igual que SP-B, SP-C tiene 

características que permiten alterar la recaptación de los fosfolípidos por los N-

II (Weaver-Whitsett-1991). Presenta una secuencia transmembrana de 12 aa. y 

dos cisteínas en las posiciones 5 y 6 que se encuentran palmitoiladas en la 

mayoría de las especies; este extremo N-terminal presenta una estructura 

flexible lo que le permite una gran versatilidad en la interacción con estructuras 

multilamelares. Se plantea un fuerte rol en la promoción de la disponibilidad de 

estructuras membranosas en bicapa de la hipofase a la monocapa de la 

interfase aire/líquido. Esto permitiría un mejor intercambio de FL desde la 

interfase a la hipofase y viceversa durante la compresión/expansión en el ciclo 

respiratorio (Pérez-Gil-2001). La pérdida de los palmítoilos conlleva a la 

formación de estructuras beta y fibras amiloides, como las encontradas en la 

proteinosis alveolar (Johansson-2003). Su función asociada a SP-B permite el 
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correcto funcionamiento del sistema, mostrando la importancia de las 

interacciones lípido-proteína en el SP (Serrano-2006; Perez-Gil-2008b). (ver 

figura 15) 

 

Figura 15: A) Estructura de la SP-C propuesto por Johansson-1994 por RMN. B y C) 

Modelo de de SP-C interacción con mono/bicapas. 

 

Al igual que SP-B, SP-C podría contribuir además a facilitar la formación 

de estructuras no lamelares necesarios para la fusión entre bicapas y 

monocapas (Chavarha-2010). 

SP-C estabiliza la película interfacial sometida a ciclos de compresión-

expansión dinámica, disminuyendo la histéresis o pérdida de material en los 

sucesivos ciclos respiratorios. La proteína permitiría la reextensión de la 

película durante la inspiración, y, a través del mantenimiento de la integridad 

del reservorio, proporcionaría una mayor estabilidad durante la espiración, lo 

que explicaría que su ausencia produzca a largo plazo alteraciones debidas a 

una estabilidad reducida, tales como el enfisema pulmonar (Glasser-2003).  

Se propone que SP-C podría interaccionar con el colesterol (Taneva-

Keough-1997), mejorando las propiedades dinámicas de la monocapa en 

presencia de concentraciones elevadas de colesterol. Esto se ha demostrado 

en experimentos de actividad tensoactiva, evidenciándose un incremento de la 

estabilidad mecánica a elevadas presiones superficiales pese a incluir elevadas 

concentraciones de colesterol (Gomez-Gil-2009). Un aspecto clave en toda la 

función de la proteína es la palmitoilación (Baumgart-2010). 
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2.4.2. Funciones del surfactante pulmonar  

El SP se aloja en el espacio alveolar y cumple dos funciones básicas: 1) 

respuesta inmunológica innata a patógenos que ingresan al sistema 

respiratorio y 2) disminución de la tensión superficial en la interfase alveolar 

aumentando la complacencia pulmonar y disminuyendo el colapso alveolar 

durante el ciclo respiratorio. Sin dejar de lado el importante rol inmunológico, 

dados los intereses de esta tesis nos abocaremos al estudio de su capacidad 

tensoactiva. 

Desde el punto de vista tensoactivo, el SP cumple con tres funciones 

básicas que pueden resumirse como:  

i) transferencia de material tensoactivo de la hipofase acuosa del epitelio 

alveolar a la interfase aire/líquido para formar una monocapa (ó film) con acción 

superficial activa. 

 ii) reducción de la tensión intra-alveolar cercana a cero mN/m durante la 

comprensión de la superficie alveolar en la espiración.  

iii) permitir la re-expansión de la monocapa en el proceso de inspiración 

(Serrano-2006).  

Como vimos anteriormente estas características muy importantes e 

imprescindibles para el correcto funcionamiento del sistema pulmonar son 

debidas a la compleja composición del SP y las propiedades de sus 

componentes. 

 

2.4.3. Tensión superficial en el contexto del pulmón  

La definición de la tensión superficial necesita de pensar en cómo se 

organizan las moléculas en un líquido. Entonces si cada molécula puede 

establecer interacciones en todas las direcciones, motivo por el cual puede 

decirse que todas las interacciones en el espacio tienen una contraparte 

opuesta que compensa esta interacción. Si pensamos entonces en las 

moléculas que se encuentran en la interfase liquido/gas, es posible identificar 

que las moléculas en la interfase no podrán compensar la fuerza que se genera 

con la capa intima de contacto por no tener contra par en el espacio aéreo. Por 

lo cual presentan un componente neto cohesivo hacia la masa de líquido. 

Termodinámicamente esto hace que la superficie minimice su área, dado que 
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generar nuevas o expandir esta interfase supone un gasto de energía al 

trasladar moléculas en equilibrio del líquido a la interfase. La energía necesaria 

da lugar a una tensión superficial (γ), que es la fuerza necesaria para expandir 

el área superficial del sistema (ver figura 16).  

Un surfactante es toda molécula anfipática con afinidad por una interfase 

aire-líquido, donde se ubica de manera de formar una monocapa que puede 

ser capaz de disminuir la tensión superficial. Esto se debe a que las fuerzas 

atractivas entre las moléculas del surfactante y las del líquido son menores que 

las del líquido entre sí (Notter-2000). 

Figura 16:. Fuerzas moleculares que causan la tensión superficial. La molécula () en la 

masa de líquido interacciona de manera compensada con las moléculas que la rodean, 

mientras que la molécula interfacial () experimenta un componente neto de atracción hacia el 

interior de la fase líquida (Notter-2000). Figura brindada por la Dra. Elena López-Rodríguez. 

 

Definiéndose entonces la presión superficial (π) como la reducción de 

tensión superficial en una interfase agua/aire por la presencia de una película 

de material surfactante: y se define π = 0 – ; donde 0 es la tensión superficial 

del agua y  es la tensión superficial cuando el surfactante está presente en la 

superficie (Notter, 2000). 

Según la Ley de Laplace, la presión en el interior de una burbuja es 

directamente proporcional a la tensión superficial e inversamente proporcional 

al radio de la burbuja. Motivo por el cual cuanto menor es el radio de burbuja, 

entonces mayor es la presión que soportan sus paredes (ver figura 17).  

En el contexto pulmonar la disminución del radio alveolar cuando se 

produce la espiración ocasionaría que los alveolos más pequeños colapsen 

dado la alta tensión superficial (≈70 mN/m) de la capa de agua que recubre el 

epitelio alveolar. El surfactante pulmonar reduce la tensión alveolar muy 
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cercana a cero logrando que el cambio de volumen no incremente las 

presiones intra-alveolares haciendo colapsar el alveolo. Para esto es 

imprescindible la DPPC, dado que permite formar una película interfacial muy 

empacada (que se conoce como “tilt condensed” TC), la cual puede llegar a 

valores de tensión superficial cercanos a 0 mN/m al ser comprimidas 

lateralmente por la disminución del área en el alveolo durante la espiración 

(Possmayer-2001). 

Figura 17: Teória de Laplace. Según la Laplace, la presión (P) que tiende a cerrar una 

burbuja es directamente proporcional a la tensión superficial () e inversamente proporcional al 

radio de la burbuja. Si no existiera el surfactante pulmonar, los alveolos pequeños colapsarían 

dentro de los mayores durante la espiración, debido a la diferencia de presión entre cámaras 

interconectadas de diferente tamaño. (Imagen brindada por la Dra. Lopez-Rodriguez) 

 

2.4.4. Relación entre estructura y función del SP 

Se ha encontrado una estrecha relación entre el orden lateral de 

vesículas gigantes reconstituidos de SP nativo y el contenido de colesterol, que 

a 37°C permite la co-existencia de fase Líquida ordenada y Líquida 

desordenada (Lo/Ld) necesaria para un correcto funcionamiento en la 

absorción, colapso ordenado y re-expansión de la monocapa. Específicamente 

se conoce que el colesterol permite el “scalfold” (andamiaje) para el anclaje de 

las proteínas hidrofóbicas asociadas del SP en fase Ld (Bernardino de la 

Serna-2004), ver figura 18. 
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Figure 18: Imágenes de GUVs de surfactante pulmonar con diferente proporciones de 

colesterol. A y B) Cinéticas de adsorción de diferentes mezclas con y sin colesterol. (extraído 

de Bernardino de la Serna-2004) 

 

Un dato relevante resulta de comparar la composición del SP entre 

mamíferos, donde se observa que las diferentes especies ajustan su 

composición de FL con la saturación adecuada y contenido de colesterol para 

que se optimice su sistema respiratorio y  permita la co-existencia de fase 

Lo/Ld para el correcto funcionamiento del SP en temperatura, frecuencia 

ventilatoria, etc. (Perez-Gil-2008, Suri-2012). 

 La coexistencia de fases Lo/Ld es imprescindible para evitar una 

pérdida definitiva del material tensoactivo de la interfase alveolar (squeeze-out). 

Durante la compresión de la monocapa en la interfase alveolar, las membranas 

logran generar un orden muy compacto conocido como fase sólida (TC). Este 

orden lateral es responsable de la disminución de la tensión superficial en la 

interfase al final de la espiración y no es posible seguir comprimiendo esta fase. 
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La co-existencias de fases Lo/Ld y de proteínas hidrofóbicas asociadas a la 

fase desordenada permiten una exclusión ordenada del material tensoactivo a 

la hipofase durante la compresión en la espiración (asociado a la formación de 

estructuras hexagonales inversas, HII), para luego poder ser re-absorbido 

durante la inspiración e impedir la formación de una fase gas asociado la falta  

de material tensoactivo (Fosfolípidos)(Zang-2011). Como vimos anteriormente 

las proteínas hidrofóbicas del SP tienen un rol crucial para el correcto 

funcionamiento del mecanismo de exclusión/inclusión (Perez-Gil-2008). 

Por último, nos parece importante destacar un dato relevante en las 

propiedades del surfactante pulmonar relacionado con su composición y 

estructura: trabajos recientes del grupo del Dr. Perez-Gil han podido constatar 

que la presencia de SP en una interfase aire/agua favorece la difusión de O2 

(Olmeda-2010). Se piensa que esto es debido a la oligomerización de las 

proteínas hidrofóbicas (SP-B y SP-C) y a la formación de canales lipoproteicos 

que promueven la difusión de moléculas cargadas como no  cargadas 

(Olmeda-2010, Parra-2011,2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Esquema de las interacciones proteína-membrana y organización de las 

membranas en forma de mono/bicapas del surfactante pulmonar propuesto por (Casals-

Cañadas-2012) 
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2.5. Lesión Pulmonar y Surfactante Pulmonar 

2.5.1. Lesión Pulmonar y patologías respiratorias 

Aproximadamente 25.000 pacientes al año ingresan en Uruguay a 

Unidades de Medicina Intensiva (UMI). De ellos, hasta un 75% pueden requerir 

Asistencia Respiratoria Mecánica (ARM) debido a múltiples causas. 

Uno de los principales motivos para iniciar la ARM es la insuficiencia 

respiratoria determinada por el Síndrome Distress Respiratorio Agudo (SDRA) y 

la Lesión Pulmonar Aguda (LPA). En Estados Unidos se estima que estas 

patologías representan 190.000 casos por año con una mortalidad del 50 %, 

representando para el sistema de salud un alto costo de tratamiento 

(Rubenfeld-2007). 

Las dos patologías (SDRA y la LPA) tienen en común la presencia de 

inflamación a nivel pulmonar y sistémico que deterioran característicamente las 

funciones del epitelio alveolar: barrera de intercambio gaseoso, reabsorción del 

edema pulmonar y síntesis-secreción-función del surfactante pulmonar 

(Matthay-2011). Clínicamente, el SDRA va acompañado de un aumento de la 

permeabilidad alveolo-capilar que conlleva liberación de proteínas del plasma y 

edema en los espacios alveolares. La consecuencia inmediata es la 

inactivación del surfactante, la aparición de atelectasia (colapso alveolar) 

asociado a un aumento de la tensión superficial mínima durante la espiración y 

la alteración del intercambio gaseoso. En el tiempo, estas alteraciones se 

agravan por la aparición de fibrosis pulmonar como consecuencia de un 

aumento de la matriz de colágeno en el espacio alveolar (Gunther-2001). 

 

2.5.2. Patologías asociadas a surfactante pulmonar 

Al momento actual, existe abundante evidencia asociada a la estrecha 

relación entre la alteración del Surfactante Pulmonar y el desarrollo de LPA 

(Zuo-2008, Bein-2009, Gunther-2001). Se han reportado diversos mecanismos 

para el deterioro del Surfactante Pulmonar como: acción de especies reactivas 

del oxígeno (Rodriguez-Capote-2006), poluentes (Stenger-2009) ó gases 

fluorocarbonados (Gerber-2006), así como marcado incremento de proteínas 

plasmáticas y proteína C-reactiva en el fluido epitelial (Gunther-2001, Saenz-

2010).   
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En pacientes adultos con SDRA por diferentes causas (Sepsis, 

Aspiración, Trauma y otras etiologías), se genera un patrón característico en el 

contenido de ciertas especies lipídicas y proteicas relevantes para la función 

del surfactante pulmonar. En el lavado bronquio alveolar (LBA) de dichos 

pacientes la relación PC/Liso-PC se ve alterada pero además existe 

disminución de PG, PI y PE. SP-A y SP-B también se encuentran disminuidas 

(Gregory-1991, Panda-2004). Mientras que en modelos de injuria por 

ventilación mecánica se ha identificado incremento de colesterol en el LBA 

(Veckeroth-2010). Sin dejar de lado los factores oxidatívo e inflamatorios que 

agravan el panorama (Matthay-2011). Los mediadores inflamatorios alteran el 

metabolismo del surfactante al afectar la función del N-II, ocasionando una 

disminución de la fracción activa de surfactante (grandes agregados, LA) y un 

aumento de los pequeños agregados (SA), lo cual se debe a una disminución 

de la síntesis y secreción del surfactante y un aumento de la degradación de 

los LA (Panda-2004). 

El efecto de las proteínas plasmáticas como la albúmina, el fibrinógeno o 

la hemoglobina han sido estudiadas tanto in vivo como in vitro (Venkitaraman-

1990, -1991; Martínez Sarrasague-2012, -2013). El mecanismo propuesto es 

mediado por una competencia por la interfase aire-agua, las proteínas llegan 

antes y ocupan los espacios impidiendo que el surfactante pueda localizarse en 

la interfase y llevar adelante su función (Holm-1988; Warriner-2002). 

Los recién nacidos cuando tienen presencia de meconio (heces fetales 

producidas durante estrés prenatal, el cual tiene elevadas concentraciones de 

colesterol y sales biliares) en el líquido pulmonar antes del nacimiento, 

condiciona su capacidad tensoactiva provocando una incapacidad para llevar 

adelante su función (López-Rodríguez-2011). 

En estudios recientes de tipo metabolómico se ha podido identificar una 

alteración de los componentes energéticos y de algunos lípidos de las 

membranas durante la ventilación mecánica con volúmenes corrientes 

elevados (Izquierdo-García-2014). 
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2.6.  Anestesia, anestésicos y sus efectos sobre membranas y 

surfactante pulmonar 

2.6.1. Anestesia 

En 1275 el médico mallorquín Ramón Llull produjo un líquido volátil e 

inflamable al cual lo llamó vitriolo dulce. Fue en el siglo XVI que Paracelso (médico 

de origen suizo) que durmió unos pollos al hacerles inhalar vitriolo dulce, y lo más 

importante es que observó que también perdían la sensibilidad al dolor. Ni él ni 

Llull experimentaron con seres humanos. El químico alemán August Sigmund 

Frobenius en Londres le dio a este líquido el nombre por el que lo conocemos 

actualmente, éter, que en griego significa “cielo”. Sin embargo, no fue hasta marzo 

de 1844  que se usó  éter como anestésico, donde Crawford Williamson Long lo 

usó  para extirparle sin dolor a un paciente un tumor de cuello, sin embargo no 

publicó sus resultados hasta 1949. Motivo por el cual, parte de los créditos de la 

primera anestesia pública con el éter son para William Thomas Green Morton en el 

Hospital de Massachusetts, el cual el 16 de Octubre de 1846  lleva adelante una 

extirpación de un bulto en la mandíbula de Gilbert Abbott. 

Pese a ya haber pasado más de 170 años de su uso médico por primera 

vez, y a casi 120 años de la introducción de la teoría de los narcóticos por Overton 

y Meyer, los mecanismos y efectos laterales de la anestesia inhalatoría siguen 

siendo objeto de debate (ver figura 20). 

Figura 20: Numero de publicaciones/año con las palabras “volatile anesthetics” 

en PubMed realizada en el mes de julio. 
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En el mundo occidental se realizan 20 millones de anestesias generales 

por año. La anestesia general modifica la función pulmonar: altera la mecánica 

del sistema respiratorio y el intercambio gaseoso. Esta alteración es transitoria 

y la función normal se recupera un tiempo después de la anestesia y la cirugía. 

Sin embargo un grupo de estos pacientes pueden desarrollar complicaciones 

respiratorias en el acto quirúrgico o en el postoperatorio inmediato vinculado a 

la misma (Stoelting-1999). 

La hipoxemia se produce en la mayoría de los sujetos anestesiados, por 

lo cual se agrega oxígeno al gas inspirado, manteniendo la fracción inspirada 

por encima de 0.3 a 0.4 (Nunn-1965). En el postoperatorio inmediato, la mitad 

de los pacientes coordinados para tratamiento quirúrgico presentan una 

hipoxemia leve a moderada (definida como una saturación de oxígeno arterial 

entre 85 a 90%) que puede durar de algunos segundos hasta 30 minutos 

(Moller-1991). Más preocupante es el hecho que alrededor de un 20% de esos 

pacientes, puede presentar una hipoxemia severa (saturación menor de 81%). 

En el postoperatorio más de la mitad de los pacientes muestran signos 

subclínicos de disfunción pulmonar, y del 1 al 3% requiere tratamiento con 

oxígeno terapia y/o asistencia respiratoria mecánica (Celli-1984; Pedersen-

1992, Kroenke-1993). 

Los mecanismos que determinan la disminución de los niveles 

sanguíneos de oxígeno se encuentran asociados a la aparición de atelectasias, 

lo cual explica la disminución en la transferencia de gases asociado a 

modificaciones de la compliance pulmonar y aumento de la resistencia vascular 

que termina por generar injuria pulmonar. Se pueden identificar tres 

mecanismos que contribuyen al desarrollo de esta injuria pulmonar: compresión 

del tejido pulmonar, reabsorción de gases y deterioro de la función del 

surfactante. La relajación del diafragma necesaria para ventilar a los pacientes 

sometidos a anestesia general lleva a un aumento de la presión trasmitida al 

tórax lo que genera atelectasias en zonas adyacentes por compresión, como 

pude verse en la figura 21 (Magnusson-2003; Duggan-2005). 

Por otro lado las atelectasias por reabsorción de gases se producen por 

dos mecanismos; la primera ocurre luego de la oclusión total de la vía aérea ya 

que se genera un bolsillo donde queda atrapado gas que inicialmente se 
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encuentra a presión cercana a la atmosférica; el lavado de la sangre venosa 

genera una disminución de la presión parcial que vacía el bolsillo generando un 

colapso. El segundo mecanismo involucra una disminución en la relación 

ventilación/perfusión (relación VA/Q baja) y FIO2 alta (fracción inspirada de 

Oxigeno). (Magnusson-2003; Duggan-2005) 

 

Figura 21: Diagrama 

de la sección media 

sagital del tórax de una 

persona despierta 

(línea solida) y bajo 

anestesia (línea 

punteada). Como 

puede verse, el 

diafragma tiende a 

comprimir las zonas 

declives del pulmón. (Tomado de L. Magnusson-2003) 

 

El último tipo de atelectasia se genera por daño del surfactante 

pulmonar, ésta es una de las hipótesis propuestas para la formación de 

atelectasias en pacientes sometidos a anestesia general. Los mecanismos 

plantean un deterioro de la barrera epitelial, lo cual pude producir inhibición del 

surfactante por proteínas plasmáticas o cambios en la capacidad tensoactiva 

del mismo, así como un cambio en la secreción del surfactante tal como se 

observa in vitro que genera aumento en la presiones intra-alveolares y posterior 

colapso (Duggan-2005).  

En estudios con pacientes y tomografía computarizada, Hedenstierna ha 

podido demostrar que existe una inestabilidad alveolar en los pacientes durante 

la anestesia general (90%), la cual provoca colapso alveolar y aparición de 

atelectacias en parte declives del pulmón (Hedenstierna-Rothen-2000). Esto es 

revertido por el uso de patrones ventilatorios que intentan abrir el pulmón 

(alveolo) a partir de parámetros físicos, reclutamiento con presiones 

inspiratorios elevadas por 7-8 segundos (reclutamiento o maniobras de 

capacidad vital) o incrementos de la PEEP (presión al final de la espiración). 

Sin embargo, inmediatamente que se elimina el patrón de apertura física del 

pulmón (alveolo), este colapsa nuevamente en periodos muy cortos. 
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2.6.2. Anestésicos 

Los anestésicos inhalatorios son moléculas hidrofóbicas que van desde 

el xenón a los modernos anestésicos que se utilizan en la práctica clínica 

como: halotano, enflurano, isoflurano y más recientemente, sevoflurano y 

desflurano (figura 22). Los mecanismos  por los cuales los anestésicos 

halogenados (AH) inducen una depresión selectiva del sistema nervioso 

central, aun hoy se encuentran bajo debate, y básicamente puede dividirse en 

dos escuelas: una relacionada con el efecto sobre membranas y la afinidad que 

estas moléculas tienen por las estructuras hidrofóbicas de membranas, y un 

segundo grupo de pensamiento que se asocia con efectos sobre proteínas 

claves en la conducción nerviosa (Campagna-2003). 

Figura 22: Clase y diferentes generaciones de gases anestésicos. (Extraído de 

Campagna-2003). 

 

Desde principio del siglo XX, Meyer y Overton (Meyer-1899, Overton-

1901) demostraron de manera independiente el efecto de cierto grupo de 

moléculas hidrofóbicas que tenían la capacidad de paralizar a renacuajos. 

Lograron identificar una relación inversamente proporcional entre la potencia 

anestésica (ED50, dosis necesaria para paralizar al 50% de los renacuajos) y su 

reparto en una mezcla agua/aceite de oliva. 
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Esto conlleva al resultado de que, independientemente de la naturaleza 

química del anestésico, lo verdaderamente importante es la concentración 

critica de anestésico disuelto en la membrana. Estos hallazgos se resumen 

para un número de  anestésicos en la figura 23 (Heimburg-2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Grafico de Meyer-Overton correlación  de Potencia anestésica vs coeficiente 

de partición para los moléculas con potencial anestésicos. Se puede ver que los que tiene 

mayor potencia poseen un mayor coeficiente de reparto aceite/gas. 

 

 La escuela de la membrana tiene antecedentes en la teoría de la 

hipótesis expansión (Miller-1973), donde se proponía que el tamaño molecular 

de los anestésicos se correlacionaba con la potencia de la anestesia y a mayor 

tamaño mayor efecto. Esto es verdad pero tiene algunas discrepancias con la 

regla. Por otro lado, años después se demuestra que los anestésicos 

ocasionaban cambio en la separación de fases de membranas modelo que 

permitían en ciertos casos disminuir la transición de fases en 2-4ºC (lamelar 

gel/líquido cristalina, L/L) (Trudell-1977). Sin embargo, los defensores de la 
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escuela de las proteínas han discutido este efecto asociado con el efecto de la 

temperatura durante la fiebre, del efecto diferencial de los enantiomeros 

(Franks-Liebs-1980), así como el efecto de cutoff de los alcoholes (para 

cadenas más largas de 10-12 carbonos)(Katz-2003). Claramente, cuando 

sufrimos un proceso febril no estamos propensos a dormirnos como en una 

anestesia, sin embargo es interesante destacar el  trabajo de Ueda, en el cual 

se discute el efecto de la temperatura y de la adición de los anestésicos (Ueda-

Yoshida-1999). La temperatura despliega proteínas y fluidifica membranas 

mediante un mecanismo que está relacionado con el aumento de movimiento 

molecular. Mientras que los anestésicos despliegan a las proteínas y fluidifican 

las membranas debido a su unión a las macromoléculas en la interfase. Donde 

la transición inducida por calor es altamente cooperativa y de primer orden, 

mientras que la transición isoterma inducida por la anestesia es gradual e 

incluye estados intermedios (Yokono-1981; Tsai-1990; Chiou-Ueda-1994), 

refiriéndonos palabras de Issaku Ueda, “Heat is energy; anesthetics are 

material”.  

 Por otro lado, en trabajos previos se ha podido demostrar que los 

anestésicos pueden modificar el estado de hidratación y coordinación del agua 

unida o no a la primera capa de hidratación de las membranas. Se conoce que 

cada fosfolípido está coordinado por una primera esfera de hidratación de unas 

30 moléculas de agua. De estas 18 moléculas, 9 están tan fuertemente 

coordinadas que no son congelables a 0ºC (más aún, recién son cristalizables 

a -100ºC). Sin embargo, cuando los anestésicos se localizan en la interfase 

agua/membrana, éstos afectan la constante dieléctrica local ocasionando una 

disociación de las estructuras hidrofílicas y el agua, liberando a estas 

moléculas de agua a temperatura ambiente y volviéndose cristalizables a 0ºC 

(Yoshida-1984).  Este efecto es mucho más complejo que la simple liberación 

de las moléculas de agua en la interfase agua/membrana, esto ocasiona una 

desorganización de las uniones electroestáticas entre los fosfatos negativos y  

las cabezas polares de colina, lo cual conlleva a alteración de la  transición de 

fase (core de la membrana) (Kaminoh-1991). 

 Más recientemente, la teoría del “Lateral Pressure Profile”, propuesto por 

Robert Cantor basado en aspectos de termodinámica estadística y el modelo 

de superlattice, permite explicar el efecto de los anestésicos a través de los 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -46 
 

cambios sufridos por la membrana en la presión lateral  sobre las proteínas de 

membrana (Cantor-1997). Una membrana para ser lamelar debe de tener una 

suma de sus fuerzas de atracción y repulsión en la interfase de la membrana, 

más las interacciones hidrofóbicas del core de la membrana igual a cero (ver 

figura 24). En caso de que una molécula foránea (anestésico) se localice en la 

interfase de esta membrana (lugar identificado para la localización de los 

anestésicos halogenados, Koubi-2000), se produce un re arreglo de las fuerzas 

de repulsión y atracción, provocando un cambio en el perfil lateral de presión 

que permite explicar el efecto sobre los canales iónicos entre otros (ver figura 

24). Esto ha sido testeado en varios trabajos posteriores y actualmente se han 

extendido los cálculos para las 3 dimensiones mostrando con claridad el 

potencial de la teoría, que permite explicar estados fuera de la lamelaridad y en 

la tercera dimensión de la membrana (Terama-2008; Samuli Ollila-2011). 

 

Figura 24: Modelo del perfil lateral de Presión propuesto por Cantor. Tomado de Cantor-

1997 

 

 

 Por último la teoría termodinámica de la anestesia propuesta por 

Heimburg y Jackson, basada en la depresión del punto de congelamiento, 

presenta argumentos termodinámicos que detallaremos a continuación 

(Heimburg-Jackson-2007). La teoría supone que es posible predecir la 

depresión del punto del congelamiento de una membrana modelo (o de interés) 
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basado en el reparto de los anestésicos por la fase fluida (esto supone que 

nada del anestésico en la fase acuosa puede solubilizarse en la fase gel),  

sabiendo la entalpia de transición y la temperatura de transición de fase. 

 

∆𝑇𝑚 =   
𝑅𝑇𝑚

2

∆𝐻
  𝜒𝐴 

 

𝜒𝐴 = 𝑃.𝐸𝐷50 .𝑉𝐿 

 

Concluyendo que la fracción molar de los anestésicos en la dosis crítica 

es A ≈ 0.026, y que el cambio de la transición de fase correspondiente es ΔTm 

≈ -0,6 K, independiente de la naturaleza química del fármaco anestésico. El 

modelo permite explicar con claridad los efectos de reversibilidad del efecto 

para la presión y el pH, y ha sido extendida para anestésicos intravenosos y 

locales en (Heimburg-2007, Graesbøll-2014).  

 Un dato relevante y que puede limitar los alcances de esta teoría es que 

se ha podido medir que el halotano tiene una débil solubilidad sobre la fase gel 

o sólida, reportándose en un 30% del disuelto en la fase fluida (Simon-1979; 

Kaminoh-1988). 

Por otro lado la escuela de las proteínas plantea que los anestésicos 

pueden producir su efecto asociado a dos mecanismos de acción sobre 

canales en los botones sinápticos. En los canales tipo nicotínicos de 

acetilcolina (excitatorios) alterarían la corriente iónica por bloqueo o cierre del 

canal, demostrándose que los centros hidrofóbicos de las subunidades de los 

receptores tienen un rol crucial en el accionar de los AH. Por otro lado en los 

receptores de tipo GABAA (inhibitorios), los AH generarían un aumento del 

umbral de potencial por aumento de las corrientes de cloruro (Campagna 20-

11), ver figura 25. 
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Figura 25: En el centro de la figura puede verse un modelo de canal iónico de unión a ligando 

como los encontrados en los botones post-sinápticos, donde se plantea los posibles sitios de 

unión de los AH. Se plantea dos mecanismos de acción para los AH sobre estos canales con 

funciones opuestas y estructuras muy similares. Donde en los canales tipo nicotínicos de 

acetilcolina (excitatorios) alterarían la corriente iónica por bloqueo o cierre del canal, 

demostrándose que los centros hidrofóbicos de las subunidades de los receptores tienen un 

rol crucial en el accionar de los AH. Por otro lado en los receptores de tipo GABAA 

(inhibitorios), los AH generarían un aumento del umbral de  potencial por aumento de las 

corrientes de Cl
-
.(Modificado de Campagna-2003) 

 

Se ha observado una alteración dependiente de los anestésicos 

halogenados en los canales iónicos de la súper familia “cysteine‐loop” 

receptores de neurotrasmisores como pueden ser el receptor de acetilcolina, 

serotonina tipo 3, GABAA, receptor de glicina y por otro lado los receptores de 

glutamato que se activan por NMDA y AMPA. Los canales iónicos voltaje 

dependientes como los de sodio, potasio y calcio también son sensibles a altas 

concentraciones de anestésicos, generado una inhibición de las corrientes 

iónicas. La hipótesis plantea que exista un aumento de la actividad inhibitoria 

de los canales postsinápticos (GABAA y receptores de glicina) e inhiban la 

actividad excitatoria de los canales sinápticos (nicotinamida acetilcolina, 

serotonina y glutamato) (figura 24)(Campagna-2011). 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -49 
 

Para fundamento de esta teoría se han observado que estas proteínas 

tienen pequeños bolsillos o cavidades (pockets) que podrían ser consideradas 

como defectos y que en realidad muchas veces son utilizadas para cargar 

ligandos y llevar adelante alguna función enzimática, estas cavidades son 

especialmente de interés en el estudio de las interacciones específicas de los 

anestésicos con proteínas. Deben poseer un tamaño interior y entorno 

adecuado para alojar una molécula de anestésico y se ha calculado que 15% 

de las proteínas cristalizadas en el banco de estructuras PDB, poseen 

cavidades mayores a 150 Å3 que permiten acomodar una molécula de 

anestésico. Se ha evaluado en diferentes proteínas modelo (sero albúmina, 

luciferasa, mioglobina, adenilato kinasa, haloalqueno deshidrogenasa y 

lizosima T4, son algunos ejemplos) los efectos estéricos que producen, 

cambios conformacionales, actividades enzimáticas, estabilidad térmica, etc; y 

en todos estos se ha concluido que esta interacción anestésico‐proteína es 

específica, pudiéndose determinar la estequiometria y las constantes de 

afinidad (Eckenhoff-2001).  

 

2.6.3. Efecto de los anestésicos en modelos in vivo e in vitro sobre 

el pulmón y el surfactante pulmonar 

Existe escasa y antigua bibliografía que aborde los efectos biofísicos de 

los anestésicos halogenados (AH) sobre el surfactante pulmonar, además de 

reportar anestésicos ya en desuso (Miller-1967;  Woo-1969; Stanley-1972). 

Más recientemente Tobin y colaboradores publicaron una revisión donde 

plantean que alteración de las capacidades tensoactivas del surfactante 

pulmonar pueden verse comprometidas por el uso de AH, pero sin embargo no 

ahondan en el  mecanismo del proceso (Tobin-2000) y utilizan extrapolaciones 

de sistemas sintéticos similares al surfactante pulmonar. Existe al momento 

actual,  un solo trabajo del grupo de Enhorning, que reporta el efecto de 

halotano, cloroformo, enflurano, acetona y dietil éter sobre surfactante 

pulmonar, identificando afectación de la capacidad tensoactiva para el 

halotano, pero no a las concentraciones de uso como anestésico (Enhorning-

1986). 
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Se han realizado múltiples estudios sobre los efectos mecánicos de la 

anestesia inhalatoria y sobre cómo estos agentes anestésicos alteran la 

fisiología pulmonar normal durante y luego del período anestésico. 

El halotano promueve un aumento de la elastancia estática y del 

componente viscoelástico del pulmón y una disminución del componente 

viscoso, el isoflorano aumenta la presión viscoelástica, cuando se los compara 

con un grupo control anestesiado con pentobarbital sódico. El análisis 

histológico de los pulmones tratados con halotano mostró la existencia de 

microatelectasias, lo cual explicaría el aumento de la presión viscoelástica. 

Esta presión se relaciona con la porción distal del pulmón donde el componente 

del surfactante pulmonar tiene un rol fundamental, lo que permitiría relacionar 

un cambio en el contenido y/o calidad de FL del surfactante pulmonar con la 

aparición de colapso alveolar que lo observamos como un aumento de la 

presión viscoelástica (Reta-1998, -2000). 

Correa et al, mostró que el sevoflorano aumenta la presión viscoelástica 

y la elastancia estática del pulmón (Correa-2001). Estos resultados se explican 

por modificaciones en las constantes de tiempo regionales dentro del pulmón 

(“pendelluft”) y en el estrés de relajación al modificarse las propiedades 

viscoelásticas del tejido pulmonar. La diferencia de acción de los distintos 

agentes sobre la presión viscosa y la elasticidad pulmonar probablemente se 

vincule a la mayor potencia del halotano sobre el isoflurano y el sevoflurano.  

En cuanto a los estudios in vitro se ha encontrado una disminución de la 

biosíntesis de surfactante y de fosfatos de alta energía en cultivos primarios de 

N-II expuestos a los halogenados (Molliex-1994).  

En 1977 (Morr‐Strathmann-1077) estudiando los efectos del halotano y 

el enflurano en la mecánica respiratoria de sujetos sanos, encontró una 

disminución de la complacencia estática. Planteó como hipótesis que podría 

producirse una interferencia en la tensión superficial alveolar o cambios 

transitorios en el contenido de fluidos intrapulmonares. 

El epitelio distal del pulmón previene la acumulación de fluidos dentro de 

los espacios aéreos manteniendo el transporte de sodio (y de agua) hacia fuera 

de los mismos (Verbrugge-1998). Saïda Rezaiguia‐Delclaux muestra una 

disminución del clearance de fluidos luego de la exposición al halotano y al 

isofluorano (Rezaiguia‐Delclaux-1998). Y en estudios con halotano se demostró 
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que inhibe el transporte de sodio in vitro (Molliex-1998). El efecto estaría 

determinado por la acción de la droga a nivel de los canales de sodio y de la 

Na,K‐ATPasa. Estos dos canales son los mayores determinantes del transporte 

de sodio en las células epiteliales alveolares. En dicho estudio, el halotano 

indujo un descenso en la actividad de la Na,K‐ATPasa y en el canal de sodio 

sensible a la amiloride. 
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Motivación 

Permítanme iniciar esta sección con la siguiente reflexión de Claude 

Bernard: 

   

. . .let us remember that chloroform does not act solely on the nerve tissues. Far 

from that, it has an action on all the tissues and attacks each one at a time which is 

a function of its susceptibility. . . An anesthetic is not a special poison for the 

nervous system. It anesthetizes all the cells, benumbing all the tissues, and 

stopping temporarily their irritability. . . We can study elsewhere than in the central 

nerve cells the phenomenon which causes this stoppage of action and. . . It is 

permissible to assume that something similar happens in the nerve cell.  

Claude Bernard-1971 

 
Nuestra motivación está basada en esta reflexión de Claude Bernarde y en 

la contextualización de que el surfactante pulmonar es la primera barrera a los 

anestésicos inhalatorios y cualquier sustancia que ingrese al organismo por 

esta vía. Motivo por el cual, la concentración máxima de los anestésicos en el 

organismo debería de encontrarse en el epitelio alveolar. Por otro lado, dado el 

contenido lipoproteíco y basado en los antecedentes antes mencionados nos 

permite plantear la hipótesis de un mecanismo directo/indirecto de los 

anestésicos halogenados sobre el surfactante pulmonar, mediado por una 

alteración del contenido de surfactante pulmonar o de las interacción lípido-

lípido y/o lípido-proteína (SP-B y/o SP-C con los FL de la fase Ld), que 

permitan explicar una alteración de su función. 

La afectación debería de ser mediada por un incremento de la tensión 

mínima del surfactante durante la compresión del ciclo respiratorio, 

produciendo una pérdida de material tensoactivo y el consiguiente colapso 

alveolar. Esto permitiría explicar la alteración de la mecánica ventilatoria y el 

estado hipoxémico  que se observa en estos pacientes. 
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Objetivos: 

4.1. Objetivo General:  

Estudiar parámetros estructurales, dinámicos y funcionales del Surfactante 

Pulmonar durante la Lesión Pulmonar Aguda.  

4.2. Objetivos Específicos: 

4.2.1. Estudiar en un modelo in vivo de rata las alteraciones 

fisiopatológicas de sistema respiratorio durante la anestesia con 

sevoflurano. 

4.2.2. Valorar la capacidad tensoactiva del SP con y sin el uso de 

sevoflurano. 

4.2.3. Analizar el comportamiento termodinámico (Cp, ∆H, Tm y 

T1/2), del surfactante pulmonar con y sin el agregado de sevoflurano. 

4.2.4. Estudiar la solvatación en la interfase de membrana 

reconstituidas de SP con y sin el uso de sevoflurano.  

4.2.5. Estudiar la interacción lípido-lípido y lípido-proteína en 

membranas reconstituidas de SP, valorar la acción de sevoflurano. 

4.2.6. Determinar alteraciones en la micro y nano estructura del 

SP durante la Lesión Pulmonar por sevoflurano. 

4.2.7. Estudio del comportamiento dinámico del orden lateral en 

membranas reconstituidas de SP durante la Lesión Pulmonar por 

sevoflurano. 
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Materiales y Métodos 

5.1. Obtención de Surfactante pulmonar  y sus fracciones. 

La obtención del LBA se realiza según protocolo autorizado por la CHEA 

(Exp. N° 071140-001013-11), a pulmones de cerdo luego de su deposición por 

el Dpto. Básico de Cirugía o provenientes del frigorífico tal como describe 

(Jimenez-Cabré-2009). Los lavados broncoalveolares de cada par de 

pulmones se obtuvieron introduciendo por la tráquea aproximadamente 1L/Kg 

de pulmón de tampón Tris 5mM pH 7, NaCl 150 mM, masajeando los 

pulmones y vertiendo su contenido en un recipiente con una gasa para filtrar 

los posibles restos de tejido. El lavado se realizó 2 veces para cada aparato 

respiratorio. Luego realizan tres centrifugaciones: i) 500 g x 5 min. a 4°C 

(elimina restos celulares), ii) 105.000g x 60 min. a 4°C (pellet de fracción de 

grandes agregados) y  iii) centrifugación 120.000g x 120 min a 4°C en 

gradiente discontinuo de NaBr en NaCl 150 mM (0-13-16 %) del pellet 

obtenido anteriormente (Jimenez-Cabré-2009). Este pelet corresponde a 

mezclas de vesículas multilamelares (MLVs), cuerpos lamelares, mielina 

tubular y otros componentes del surfactante pulmonar con gran capacidad 

tensoactiva (se diluyo en buffer Tris 5 mM, pH 7,4 con 150 mM NaCl a la 

concentración deseada y se considera como, Surfactante Pulmonar Nativo-

SPN. A una porción de las muestras se le realiza una extracción orgánica 

según el método (Bligh & Dyer-1969), de manera de obtener los componentes 

apolares (lípidos y proteínas hidrofóbicas, EO-SP), para obtener las proteínas 

hidrofóbicas es necesario realizar una cromatografía de gel filtración en 

solvente orgánico (Columna 1.5 x 100 cm de Sephadex-LH-20, GE) con lo 

que se obtiene el ESP sin Proteínas (ESPwp) y también ESP sin lípidos 

neutros (s/colesterol-ESPwc) tal como describió (Jimenez-Cabré-2009). De 

cada 1.5L de lavado broncoalveolar se obtienen aproximadamente 7-10mL de 

una suspensión blanquecina y densa que es el surfactante pulmonar con una 

concentración fosfolipídica aproximada de 20mg/mL, este material se 

almacena a -80ºC. 
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5.2. Determinación de lípidos y proteínas 

5.2.1. Determinación de la concentración de fosfolípidos 

La cuantificación de fosfolípidos se realizo  a todas las muestras de 

origen animal y mezclas sintéticas siguiendo el método de Rouser (Rouser-

1966). Este método se basa en la determinación del contenido de fósforo 

presente en los fosfolípidos previa conversión en fosfato inorgánico. 

Es necesario preparar una curva estándar con KH2PO4, que se coloca 

en tubos de vidrio, así como las muestras problema y se secaron en un baño 

de arena a temperatura aprox. 260ºC. Luego de que no quedaran resto de 

solvente se realizó la mineralización del fósforo, incubando a las muestras con 

450 μl de ácido perclórico a 260ºC durante 60-90 minutos con los tubos 

tapados con canicas de de vidrio para evitar la evaporación. 

Una vez mineralizado el fósforo se cuantificó mediante la reacción con 

0.5 ml de molibdato de amonio 2.5% (p/v) y 0.5 ml de ácido ascórbico 10% 

(p/v) y se diluyo con 3.5 ml de agua miliQ. Para revelar el color se incuban los 

tubos durante 7-10 minutos a 100ºC en un baño de agua. Tras parar la 

reacción con hielo la absorbancia de cada tubo se midió en un 

espectrofotómetro convencional  a 820 nm. 

 

5.2.2. Determinación del perfil de fosfolípidos en el lavado 

bronquioalveolar (LBA). 

El perfil de fosfolípidos fue caracterizado por cromatografía liquida de alta 

presión (HPLC), en un equipo Agilent 1100 equipado con una bomba 

cuaternaria y detector de arreglos de diodos. El método fue una modificación 

de (Shafiq-1991). Se separaron las especies fosfolipídicas con una columna de 

silica  cuyas dimensiones fueron 250x4.6 mm y 5 m de tamaño de partícula. 

La fase móvil fue acetonitrilo:metanol:ácido perclorico (en proporciones 

100:10:1.8 v/v) y se utilizo a flujo de 1.5 ml/min con el horno de columna a 

50ºC. Los fosfofolípidos fueron identificados y cuantificados a través de una 

curva de calibración para cada especie (Fosfatidilcolina, liso-fosfatidilcolina, 

fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina). 
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5.2.3. Concentración total de proteínas en el lavado 

bronquioalveolar 

La concentración total de proteínas se estimo a partir del método de 

Bradford, como previamente se describió (Bradford-1976). Se usaron 

soluciones de albumina bovina como estándar de calibración y se incubaron las 

muestras y la curva de calibración con el reactivo de Bradford por 10 min, luego 

se midió la concentración en un lector de placas (Finstruments® Multiskan 

Model 349 96 well Microplate Absorbance Reader.) a 595 nm. 

 

5.3. Preparación de mezclas lipídicas 

Las  suspensiones lipídicas en esta tesis han sido mayoritariamente 

preparadas a partir de lípidos de origen comercial (DOPC, DPPC, DLPC, SM, 

Colesterol), adquiridos en Avanti Polar Lipids (Birmingam, AL, USA) o Sigma 

(St Louis, MO, USA),  o de origen animal tal como se describió anteriormente. 

Luego de realizadas las mezclas los diferentes sistemas podían ser usados 

en ensayos de fluorescencia, calorimetría, microscopia, etc. Dependiendo de 

las necesidades de cada método se generaban diferentes tipos de vesículas. 

 

5.3.1. Preparación de vesículas multilamelares (MLV) 

Para obtener las vesículas multilamelares (MLV, del inglés Multi-Lamellar 

Vesicles), las mezclas de lípidos adecuadas se mezclaron en un frasco de 

vidrio (vial) en las proporciones deseadas y se secaron bajo corriente de N2, 

luego se dejaron durante dos horas en SpeedVac eliminar las trazas de 

solvente orgánico.  

Las MLVs se obtienen de re-hidratar la película de lípidos con agua MiliQ 

o Buffer a temperatura por encima de Tm dependiendo de la necesidad del 

experimento, se agita en baño por 1 h a temperatura por arriba de Tm. Las 

muestras fueron preparadas en el día de experimentación o día previo y se 

usaron por no más de 28 hs. En nuestros experimentos la concentración final 

de lípidos fue 0.5 o 1.0 mM. 
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5.3.2. Preparación de vesículas unilamelares grandes (LUV) 

Las vesículas unilamelares grandes (LUV, del inglés Large Uni-lamellar 

Vesicles), se obtuvieron a partir de las MLV preparadas por el método de 

evaporación/rehidratación y posterior extrusión en membranas de poro 

deseado. Para asegurar el correcto tamaño es necesario pasar las vesículas 

al menos  10 veces a través de un mini-extrusor de alta presión (Avanti Polar 

Lipids, Alabaster, AL, USA) el cual posee membranas de policarbonato con 

tamaño de poro 200 nm y termostatizado T  Tm. La concentración de lípidos 

utilizada fue 0.5 o 1.0 mM.  

 

5.4.  Estudios espectroscópicos en membranas 

5.4.1. Experimentos en estado estacionario. 

En las MLVs o LUVs de las muestras que se describieron anteriormente 

se estudio la hidratación y micro-viscosidad de vesículas de SPN, ESP, de 

cerdo expuesto a anestésicos volátiles, por fluorescencia. Específicamente, 

con el uso de sondas sensibles a la relajación por solvente (PRODAN o 

LAURDAN) y anisotropía (difenilhexatrieno, DPH)). Las vesículas se usaron a 

concentración final de 0.5 mM y la concentración de sonda entre 0.5 y 0.1 % 

(para DPH y LAURDAN o PRODAN). La concentración de las soluciones 

stock de LAURDAN, PRODAN y DPH fueron deteminadas usando los 

coeficientes de extinción molar siguientes: PRODAN y LAURDAN  = 18400 

M-1cm-1 (a 360 nm en etanol) y 20000 M-1cm-1 (a 364 nm en metanol), 

respectivamente; mientras para el DPH se uso un  = 55000 M-1cm-1 (a  350 

nm en metanol). La medidas en estado estacionario fueron realizadas en un 

fluorímetro Cary Eclipse con un modulo de  Peltier para termoestatización y 

rack para 4 celdas (Varian, Inc). 

La Polarización Generalizada (GP) de liposomas unilamelares grandes o 

multilamelares (LUVs o MLVs) se calcula según (Parasassi-1991): 

GP = I440-I490/I440+I490,  

Donde,  I440 e I490 son las intensidades de emisión a 440 y 490 nm, 

cuando se excitaron las sondas a 360 nm y se colectó el espectro de emisión 

entre 400 y 600 nm. 
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La anisotropía (r) de DPH o TMA-DPH en LUVs se determinará como 

(Shinitzky-1971): 

r = III – G.I / III + 2G.I,  

donde III e I son las intensidades de emisión paralela y perpendicular a la 

fuente de luz polarizada y G es el factor de corrección de monocromadores 

(Jameson-2013). Se exitó el DPH a 360 nm y se colectó la emisión con 

polarizadores a 440 o el espectro entre 400-600 nm. 

El centro de masa espectral (CM), se realizó según fuera reportado por 

(Weber-1987), básicamente la sumatoria de la multiplicación de la intensidad 

de fluorescencia para cada longitud de onda con su respectivo número de 

onda dividido la sumatoria de la intensidad. 

 

𝐶𝑀 =
𝐼. 

𝐼
 

 Gráficos de fasores espectrales (SP), para este análisis en cubeta  se 

ha desarrollado una rutina para MATLAB R2012-b (Matlabworks), que permite 

el cálculo del primer y segundo armónico así como los gráficos espectrales, de 

GP y CM para excitación y emisión. Los códigos y explicación de su uso se 

proveen en el anexo A2. No profundizaremos en los cálculos de este método 

dado que han sido explicados en profundidad en la sección introducción. 

 

5.4.2. Análisis del tiempo de vida por medidas de modulación y fase 

con multifrecuencia 

Para las medidas de tiempo de vida se usó un fluorometro Chronos FD 

Fluorometer (ISS, Champaign, IL, USA). El PRODAN y LAURDAN fueron 

excitados usando una laser diodo a 375-nm, se colocaron polarizadores en la 

excitación y emisión en el ángulo mágico como previamente fuera 

recomendado por (Jameson-2013). Un set de filtro de pase de banda F01-

375/6-25 (Semrock, Rochester, NY, USA) se coloco en la línea de excitación 

para eliminar la luz espuria.  En la emisión se colectaron las fracciones azul y 

roja de la emisión del LAURDAN o PRODAN usando un set de filtros Schott kv 

399+uk404 o mk 500-longpass (Semrock, Rochester, NY, USA), ver figura 1.13. 

La temperatura se ajustó con un baño con circulación de agua (Fisher 
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Scientific, Pittsburgh, PA, USA) y el rango de temperaturas usadas fue entre 

20-50°C. Una solución en etanol de Dimetil-POPOP se utilizó como estándar 

de tiempo de vida (1.42 ns). Una detallada descripción del método y análisis de 

los datos usando fasores puede encontrarse en la sección introducción al 

capítulo 1 de resultados. 

 

5.5. Preparación y visualización de Vesículas gigantes 

Unilamelares 

Las GUVs se preparón según el método de electroformación (Angelova-

1986). Brevemente, 3-5 l de las mezclas de lípidos a una concentración final 

de fosfolípidos  0.25 mg/ml son cargadas sobre los electrodos de Pt de la 

cámara bajo atmósfera de N2 y 50 °C. La cámara de electroformación se 

coloca en un desecador con control de temperatura y vacio por 2 hs y a 50ºC. 

Posteriormente se agrega un volumen de 300-500 l de solución de Sacarosa 

200 mOsmolar (a la temperatura de generación) y aplica un potencial de 2 V y 

frecuencia sinusoidal de 10 Hz por 120 min a temperaturas Tm (con un 

generador de funciones UNIT-T UTG9010A. Luego de finalizado el proceso de 

crecimiento de las GUVs se disminuye la frecuencia a 1Hz por 5 minutos y se 

apagan el generador de funciones. Las GUVs se enfrían a la temperatura de 

trabajo a una velocidad de 0.5 °C/min (Bernardino de la Serna-2004). 
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5.6. Microscopía Confocal de fluorescencia de las GUVs y células 

A549: 

Alícuotas de 50-100 l del stock de GUVs son cargadas en discos de 

plástico de 35 mm con fondo de vidrio y 4 reparticiones (Lab-Tek Brand 

Products, Naperville IL), sobre 250-350 l de una solución de glucosa 200 

mOsmolar (es importante que la Osmolaridad sea medida y no simplemente 

calculada). Para las GUVs cargadas con sondas por afinidad fisicoquímica a 

los dominios se uso un microscopio confocal Leica TCS SP5 II con resolución 

espectral, las sondas fueron excitadas usando los láseres de Argón a 488 y 

HeNe a 543nm (Bodipy-PC/DiIC18, respectivamente). Las em se colectan 

con un detector de espectros en un rango de 498-533nm y 592-691nm 

(Bodipy-PC/DiIC18, respectivamente), usando una objetivo de inmersión en 

Agua x60/1.2 NA . Se toman imágenes en el eje z de entre 0.500-1.0 m de 

manera de poder realizar las reconstituciones posteriores en ImageJ 1.46d 

(Wayne Rasband, NIH-USA), con una velocidad de escaneo de 5-10 seg. y 

resolución de imagen 512 x 512 pixeles (de la Serna-2004).  

A continuación se muestra un ejemplo del procesamiento que se realiza 

para cada vesícula usando el software libre ImageJ (mezcla de los canales, 

alineación si existiera corrimiento y reconstitución 3 de de las imágenes). 

 

Para el caso de las medidas de LAURDAN con células se utilizó el láser 

UV a 405 nm y la emisión se colectó con dos canales en la emisión. El canal 

azul usado fue entre 415-460 y el canal verde entre 460-530. Para el análisis 

espectral se usaron 32 canales con un rango de 400-650 nm y un ancho de 

banda 5 nm y saltos de banda  5.97 nm, el tiempo promedio de una imagen 

fue  30 segundos. Las imágenes de GP se procesaron usando el plugin 
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desarrollado por Jesper Søndergaard Hansende. Mientras que las imágenes 

espectrales analizaron con el software SimFCS (desarrollado por Enrico 

Gratton, Laboratory for Fluoresence Dynamics, LFD).  

Para los experimentos de co-localización de LAURDAN y Lyso-Tracker o 

Mito-Tracker en células A549 se utilizó el mismo equipamiento que antes. Se 

excitaron a las sondas usando un laser HeNe 543nm y se colectó la emisión en 

un rango 550-700 para Lyso-Tracker y Mito-Traker, para el LAURDAN se 

usaron los mismo parámetros antes descriptos. Se realizaron z-stacks a 

0.25um y con el plugin TransformJ del ImageJ 1.49d se hizo la corrección para 

la diferencia en el foco entre el láser 405 y 543 ( 500 nm), para los renders 3D 

se uso la herramienta 3D VTK viewer del  Icy v1.5.3.1.  

Para todas las imágenes la resolución fue de 512x512, el tamaño de 

pixel dependió del zoom utilizado (0-6). La temperatura del sistema se 

mantiene por el sistema de calefacción del equipo Leica TCS SP5 II y un 

sistema de anillo conductor construido por nosotros para discos de 35 mm. 

Para medir la temperatura de los experimentos se uso una termocupla digital 

dentro de la placa de análisis con una precisión de ± 0.1 °C. En el caso de los 

experimentos con células se utilizo 5% CO2 en la cámara del microscopio. 

 

5.7. Microscopía Confocal de fluorescencia por dos fotones de GUVS 

por fasores espectrales 

 Las imágenes de GUVs fueron tomadas con un microscopio Zeiss 710 

con resolución espectral de 32 canales en todo el espectro de emisión (400-

700 nm), sistema de detección de fotodiodo de avalancha y laser de 2-fotones 

sintonizable MaiTai (SpectraPhysics) y un objetivo de inmersión en agua Plan-

Apochroma x40/1.2 NA. Las GUVs se prepararon tal como se describió 

anteriormente, pero cargadas con LAURDAN en una concentración menor a 

0.5% (Bagatolli-2006). Los espectros se tomaron entre 416-724 nm con saltos 

de 9.732 nm de ancho de banda. Se utilizó un pixel dwell time de 25,21 seg y 

resolución de 256x256. El tiempo total de escaneo de una imagen fue  3.9 

seg. El LAURDAN se excitó con una longitud de onda de 780 nm, según 

recomendaciones de (Golffeto-2013). Para controlar la temperatura se uso el 
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mismo anillo de control de temperara construido por nosotros, la temperatura 

fue medida con una micro-sonda y un termómetro digital. 

 

5.8. Experimentos con cultivos de células A549 

Se utilizó una línea inmortalizada de células epiteliales pulmonares humanas, 

su origen es un cultivo de adenocarcinoma (ATCC® CCL-185™) (Giard-1972). 

Las células se cultivan en monocopa y se mantenen en medio DMEM-F12 

(Sigma) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%, a atmósfera 

húmeda de CO2 al 5%, 37°C. El medio se renueva 2 veces por semana y las 

células son subcultivadas (tripsina 0.25 % + EDTA 0.03%) al 80% de 

confluencia y  no más allá del pasaje 15. Para el congelamiento de las células 

(- 80°C) se utiliza dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% en SBF. Para el experimento 

las células se incuban con el anestésico y las sonda 2 horas antes del 

comienzo y se utiliza un medio mínimo sin colorante para evitar inconvenientes 

con la micorscopia. 

 

5.9. Estudios Tensoactivos 

Para evaluar los efectos de sevoflurano sobre la capacidad tensoactiva 

del surfactante pulmonar, se han utilizado dos métodos tensoactivos. El 

primero utiliza la compresión dinámica para estudiar la respuesta tensoactiva 

(CBS), mientras el segundo usando un sensor de tensión permite calcular los 

cambios de presión como ( = agua-surfactante). 

5.9.1. Surfactometro de burbuja cautiva (CBS) 

 Este método fue desarrollado por  Schurch en los 80` y permite calcular 

la tensión de una burbuja atrapada en un dispositivo que resiste los cambios de 

presión durante la compresión dinámica del sistema por un piston (Schurch-

1989). El CBS no mide la tensión sino que la calcula a partir de la ecuación de 

Young-Laplace y midiendo la relación de diámetro y altura de la burbuja en la 

cámara. Esta cámara  se llena con una solución amortiguadora Tris 5mM pH 7, 

NaCl 150 mM y 10% sacarosa, y en ella se crea una burbuja de aire que se 

deposita sobre la parte superior de la cámara, siendo el techo un tapón de 

agarosa. La sacarosa otorga la densidad necesaria para que el material 

tensoactivo flote hacia la burbuja. El volumen de la burbuja se controla variando 
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la presión en la cámara con un pistón, registrándose los cambios de tensión 

superficial inducidos por los ciclos de compresión y expansión por una video 

cámara de alta velocidad (Schurch-2001). Cuando la interfase es de aire/agua, 

es posible ver que en los ciclos de compresión colapsan la burbuja con un 

cambio relativo del área total en todas las direcciones. Mientras cuando se 

coloca una sustancia tensoactiva pese a que la burbuja se deforma (se observa 

un aplastamiento de la burbuja), el largo total de la burbuja no se ve modificado 

(lo que indica que no existe colapso y se debe a un efecto tensoactivo en la 

interfase aire/liquido). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación se presentan los cuatro protocolos más relevantes para la 

evaluación de la performance tensoactiva de una sustancia (López-Rodríguez-

2011). 

 Absorción inicial (AI): se aplica el 

material tensoactivo y se sigue la cinética 

de adsorción en el tiempo. Los 

experimentos duran aproximadamente 5 

minutos y permiten estudiar la capacidad 

del surfactante para adsorberse en una 

interfase aire agua. 

Adsorción pos-expansión (APE): en 

este caso se expande la burbuja  luego 

del equilibro (a volumen máximo 150 

cm3) y permite estudiar la capacidad del 

surfactante para reorganizarse y 
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transferir nuevamente material a la interfase. 

 

Ciclos Q-Estáticos: en 4 ciclos 

de compresión/expansión a baja 

velocidad y con detención de 1 

segundo luego de comprimir un 

20% del  volumen del que se 

parte, se estudia la capacidad 

del surfactante para disminuir la 

tensión cuando se le permite en 

cada paso cierta relajación y reorganización.  

 

Ciclos Dinámicos: en este 

protocolo la burbuja es 

comprimida/expandida en ciclos 

rápidos (2 ciclos/min, 

remedando la respiración). Los 

surfactantes con buena 

capacidad funcional no 

presentan histéresis. Y con 

solamente un 10-20% de 

compresión se logra disminuir la tensión a cero.  

(Las imágenes fueron generosamente brindadas por la Dra. Elena López-

Rodríguez). 

 En nuestros experimentos hemos usado simpre una solución de SPN 

con concentración  10 mg/ml y fueron inyectados  100-150 nl. Los 

experimentos se hicieron a temperatura 37ºC. Cuando se utilizó sevoflurano, 

este fue administrado en forma líquida (80-100 nl) sobre la burbuja e 

inmediatamente fue nebulizado. 
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5.9.2. Balanza de Wilhelmy  

  Los ensayos de adsorción con balanza de Wilhelmy,  permiten evaluar 

la cinética de adsorción de una sustancia tensoactiva a una interfase aire/agua. 

Una balanza de Wilhelmy está compuesta por una cubeta de teflón en la que 

se introduce una subfase acuosa y que tiene la posibilidad de introducir 

material desde el fondo 

de la cubeta (ver figura). 

Un sensor de tensión 

detecta los cambios en 

la tensión superficial (γ) 

a medida que se 

produce la adsorción de 

material en la interfase. 

Se usa como sonda para 

medir la tensión una 

bandera de papel o una 

dyne de Pt. En las isotermas de adsorción (π-t) se representa normalmente la 

presión superficial (π) calculada como la diferencia entre la tensión superficial 

de la subfase acuosa antes y después de aplicar las muestras (Barnes-Gentle-

2011). 

 Para nuestros experimentos se inyectó en la hipofase 10 l de una 

solución 1 mM de EO-SP, el rango de concentraciones de sevoflurano fue entre 

1-5 mM. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (23ºC). 

 

5.10. Calorimetría diferencial de Barrido 

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es un poderoso método para 

investigar el comportamiento de las fases de las membranas lipídicas. Las 

propiedades termodinámicas obtenidas con este método son el punto de 

fusión Tm, la cooperativdad evaluada como T1/2, el cambio en calor específico 

cp y el cambio de entalpía H durante una transición de fases.  

El punto de fusión y el cambio en la entalpía se pueden utilizar para 

calcular el cambio en la entropía, S, durante la transición de fusión como la 

Orificio de inyección 

Bandera  
de papel 

Sensor de tensión 
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energía libre G = H - TmS es igual a cero en la transición de fusión. Esto 

da un cambio en la entropía igual a S = H/Tm.  

El calorímetro básicamente tiene dos compartimentos metálicos que están 

protegidos con una chaqueta adiabática (ver figura). Una celdas se llena con 

la solución de la muestra y la 

celda de referencia se llena con 

el buffer en el que fue preparada 

la muestra. El equipo controla la 

temperatura con dispositivos de 

efecto Peltier y el instrumento se 

programa para mantener la 

diferencia de temperatura entre 

ambos celdas igual a cero. 

Durante un experimento convencional la temperatura en ambos 

compartimentos se sube o baja con una velocidad de barrido definida por el 

usuario (habitualmente grados/horas). Si los procesos de fusión de la muestra 

se a delante, la energía suministrada a la celda que contiene la muestra es 

diferente a la de la celda de referencia (debido a que tiene que mantener la 

diferencia de temperatura constante entre ambas). A partir de esta diferencia 

en la potencia suministrada, el cp se obtiene como: 

∆𝑄 =  ∆𝑃𝑑𝑡 ≅ ∆𝑃∆𝑡
𝑡+ ∆𝑡        

𝑡 
 

 

∆𝑐𝑝 =   
𝑑𝑄

𝑞𝑇
 
𝑃

≅
∆𝑄

∆𝑇
 ≅  

∆𝑃∆𝑡

∆𝑇∆
 

Q es el calor aplicado a las celdas, mediante una potencia P en un 

intervalo de tiempo 𝑡  + t, mientras que se mantiene la diferencia de 

temperatura a cetro entre las celdas durante el cambio de temperatura T 

(Cañadas-2013). 

Para los ensayos de calorimetría DSC, tal como describe (Bernardino de 

la Serna-2004), MLVs son cargadas en la celda de trabajo en un 

Microcalorímetro VP-DCS MicroCal, en un buffer Hepes 10 mM, pH 7.4, 150 

mM de NaCl y 2mM de CaCl2 a concentración final de 1 mM de concentración 
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de lípidos. Se realizan 5 ciclos de adquisición luego de tener registros 

estables con buffer a una velocidad de escaneo de 20ºC/h. Los datos son 

procesados con el software de VP-DSC MicroCal. 

 

5.11. Estudios con animales in vivo y ex vivo 

Los detalle sobre el diseño experimental y precisiones sobre los métodos 

que se enumera a continuación pueden ser leído en la sección Methods del 

paper L. Malacrida et al. / Pulmonary Pharmacology & Therapeutics (2014)  

5.11.1. Modelo animal  

5.11.2. Ventilación mecánica 

5.11.3. Análisis histológico 

5.11.4. Reabsorción de fluido alveolar 

 

5.12. Análisis estadísticos 

Para todos los experimentos anteriores se realizan análisis estadístico por 

test de t en caso de comparar una muestra contra un grupo control y ANOVA 

con un post test de Tukey para muestras múltiples. Los análisis de GUVs y 

células se realizaron sobre un grupo de 10 vesículas ó campos en cada 

experimento (3 por grupo). Los detalles del análisis estadístico de los modelos 

animales se pueden leer en el paper Malacrida-2014. Para los experimentos 

en cubeta, DSC, CBS y plato de Wilhelmy se realizaron 3 experimentos 

independientes por cada grupo. Todos los experimentos en los que se uso 

algún diluyente para el sevoflurano (ej: DMSO), luego fueron testeados DMSO 

vs el grupo control no encontrándose efectos significativos. Los resultados se 

expresan como Media ± error estándar medio. Se consideran como valores 

significativamente diferentes a p < 0.05, los análisis se realizan en GraphPad 

Prism 4.01 (GraphPad Software, Inc.) ó Sigma Plot 11.0 (Systat Software, 

Inc.).  
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Resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -69 
 

Sección Resultados 
Capítulo 1: Fasores espectrales y en 
el tiempo de vida para el estudio de 
la emisión de LAURDAN en 
membranas: desde la cubeta al 
microscopio. 

El uso de fluorescencia para el estudio de las propiedades dinámicas y 

estructurales de membranas modelo y nativas ha mostrado ser un método de 

gran potencia para resolver aspectos espacio-temporales de las mismas (Mely-

2013). Particularmente, el uso de sondas sensibles al estado de hidratación de 

las membranas, tiene algunas ventajas por sobre las que tienen afinidad 

fisicoquímica por las fases, debido a que estas últimas solo entregan 

información estructural pero no de tipo físico de la membrana (Bagatolli-2004). 

Desde su introducción por Weber y Farris en 1979, la serie de sondas 

basadas en la introducción en la posición 2 y 6 de un naftaleno de un grupo 

dimetilamino y un grupo propionilo, respectivamente (PRODAN, 2-

(Dimethylamino)-6-Propionylnaphthalene),  genera un arreglo electrón donador 

/aceptor,  que en el estado excitado alcanza la separación de cargas y la 

formación de un gran dipolo (7 debye) sensible a la polaridad del entorno 

(Farris-Weber-1979). 

Como resultado de este gran dipolo, estas sondas tienen la posibilidad de 

interaccionar con su entorno y dependiendo de la polaridad del mismo relajar 

su estado excitado a uno de menor energía, con el consiguiente corrimiento 

espectral de su emisión (red shift).El corrimiento espectral que estas sondas 

pueden tener entre dos solventes como ciclohexano y agua son de 

aproximadamente 130 nm, lo cual da una gran ventana para el estudio de la 

polaridad de microentornos macromoleculares (ver figura 1.1, corrimiento 

espectral original del paper de Weber 1979). 
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Figura 1.1: Espectro de emisión de PRODAN en diferentes solventes con excitación a 350 

nm. De izquierda a derecha los espectros corresponden a PRODAN en ciclohexano, 

clorobenzeno, dimetilformamida, etanol y agua. Extraído de Weber and Farris-1979. 

 

Esta familia de moléculas incluye diferentes sustituciones en el grupo 

carbonilo, lo que les permite ser afín a diferentes estructuras macromoleculares 

(ver figura 1.2). Particularmente, para los intereses de los estudios de 

membranas, las más utilizadas han sido PRODAN y LAURDAN, sin embargo el 

ACDAN (con un grupo metilo en la posición 6) y el PATMAN (con un grupo 

palmitoilo en la posición 6), también han demostrado ser útiles para estudios de 

inter-digitación de membranas expuestas a etanol y relajación dipolar en 

membranas por fluorescencia resuelta en el tiempo (Zeng-19955, Lakowicz-

1983).  
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Figura 1.2: Estructura química del 2-(Dimetilamino)-6-Propionylnaftaleno (PRODAN) y los 

derivados de la serie. 

 

Dependiendo del largo de la cadena hidrocarbonada sustituida en el grupo 

carbonilo la sonda tiene una localización más profunda en la membrana 

(asociado al incremento en la tensión hidrofóbica por el centro de la membrana 

de la cola acilo). Por lo cual, si organizamos las sondas de menor a mayor en la 

posición transversal de membranas encontramos que ACDAN tiene muy poca 

afinidad por membrana y una emisión máxima cercana a 530 nm (lo cual refleja 

su relajación dipolar en agua), luego viene PRODAN el cual se localiza a la 

altura de la interfase de las membranas (grupos fosfatos y colina), luego 

LAURDAN la cual se centra en la región de los grupos glicerol a 10Å del 

centro de la membrana, por ultimo PATMAN que se encuentra 1Å por debajo 

de la posición del LAURDAN (Figura 1.3). 
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Figura 1.3: Esquema de la localización de la sondas dependiendo del largo de la cadena 

hidrocarbonada en una membrana de dioleoilfosfatidilcolina. (Extraído de Bagatolli-2013) 

 

Una propiedad interesante del LAURDAN  es que su reparto es homogéneo 

en las membranas, independiente de la segregación de fases existente, carga 

de los fosfolípidos y pH (Parasassi-1991). Lo cual la transforma en una sonda 

muy interesante porque no es necesario el uso de sondas complementarias 

para reportar la segregación entre dos fases, en este caso esta sonda 

discrimina el orden lateral de membranas en base a su estado de hidratación 

(lo cual se correlaciona con el grado de compactación). El corrimiento espectral 

que sufre esta sonda cuando está en membranas con fase gel (L o sO) o fluida 

(L o Ld) es de 50 nm. Sin embargo, en membranas con coexistencia  

gel/fluida la posición espectral está centrada en el medio. El modelo que 

explica las propiedades de LAURDAN para censar el agua en la interfase de 

las membranas y con esto el orden lateral de membrana, implica la presencia 
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de cavidades donde la sonda se aloja y el tamaño de estas cavidades depende 

del número de moléculas de agua que puedan ser relajadas por el dipolo de la 

sonda. Esta agua es peculiar porque tiene restricciones en su movilidad con un 

tiempo rotacional aproximado a 2.5x109 s-1 para la L y 4x107 s-1 para L, 

relativamente bajo si se compara con el del agua bulk (1ps) (Bagatolli-1998). 

Este hecho es crucial para que se produzca la relajación de la sonda dado que 

el tiempo de vida () de la sonda en su estado excitado es de  4-5 ns para la 

fase fluida y 1-2 ns para la fase gel. 

 Se ha calculado que el número de moléculas de agua en el entorno del 

LAURDAN no es mayor a 2 o 3. Parasassi et al, considerando una distribución 

de Poisson ha estimado los valores para las cavidades LAURDAN-Agua, 

identificando la siguiente serie de una a 5 moléculas de agua en el entorno de 

LAURDAN: 0  0.135, 1  0.270, 2  0.270, 3  0.203, 4  0.090, 5  

0.031 y para más de 5 0.020 (Parasassi-1997). En este trabajo los autores 

concluyen que cuanto mayor número de moléculas de agua en el entorno del 

LAURDAN, mayor es la cavidad que el LAURDAN ocupa y menor será el valor 

esperado de GP (polarización generalizada, se explicara más adelante el 

concepto) (ver figura 1.4). 

 

 

Figura 1.4: Modelo propuesto por Parasassi 

y colaboradores para explicar los cambios espectrales del LAURDAN en membranas. So 

es el estado basal de la sonda y S1 su estado excitado. Cuando esto  sucede si existe agua 

en el entorno de la sonda es posible que se produzca la re-orientación de las moléculas de 

agua, produciendo el consiguiente corrimiento espectral (Modificado de Parasassi-1998). 
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 Más recientemente este grupo ha estudiado este mismo problema pero 

usando un nuevo método de análisis, espectroscopia de correlación de 

fluctuación (FCS, Fluctuation correlation spectroscoy), en la cual usando 

fluctuación de la función GP de LAURDAN a escala de unos pocos pixeles en 

microscopía confocal de dos fotones, han podido demostrar que el agua en una 

membrana simple (en fase líquida cristalina) no se encuentra 

heterogeneamente distribuida. Las variaciones de GP permiten demostrar que 

incluso para este sistema es posible identificar estructuras estables que se 

organizan no heterogeneamente (Celli- 2008).  

 A principios de la década del ´90, Parassasi y colaboradores 

propusieron, basados en la clásica formula de Polarización para fluorescencia, 

el cálculo de una medida radiométrica de la emisión del LAURDAN entre dos 

estados (fases gel y fluida de membranas modelo), llamada Polarización 

Generalizada (GP, ver formula 1.1) (Parasassi-1991). Una de las ventajas de 

usar la medida de GP para el análisis de los cambios espectrales de LAURDAN 

en membranas (ver figura 1.5) es explotar una de las propiedades más 

interesantes de la función de polarización,  es que la unidad contiene 

información de la interconversión dinámica entre diferentes estados; definiendo 

como estados para este caso, a la emisión del dipolo respecto a los ejes 

axiales del laboratorio. Para el caso de la GP, la orientación de estos dipolos es 

transformada al uso de dos sets de filtros que identifican el corrimiento 

espectral  (por lo cual no se usa luz polarizada) y operado según la fórmula 1.1: 

 

𝐺𝑃 =  
𝐼𝐵−𝐼𝑅

𝐼𝐵+𝐼𝑅
  (1.1) 

 

Siendo IB e IR en caso de los experimentos en fluorímetro la intensidad de 

fluorescencia a 440nm (cercano al máximo de emisión en una membrana en 

fase gel) y 490nm (cercano al máximo de emisión en una membrana en fase 

fluida), respectivamente. Rápidamente, se puede identificar que los valores 

máximos y mínimos que puede tomar la función son +1 y -1.  Una detallada 

revisión del desarrollo matemático de la función y de las propiedades de ésta, 

pueden encontrase en el trabajo original de (Parasassi-1990). 
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Estos estados están relacionados con la relajación de la sonda, por lo cual 

podemos decir que en el estado no-relajado tenemos a la sonda dentro de 

membranas en fase L o Lo y en el estado relajado a la sonda en entornos de 

membranas con fase L o Ld.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Espectro de excitación y emisión normalizado de LAURDAN en vesículas 

multilamelares con fases So (línea continua, DLPC a 40°C), Ld (línea punteada, DPPC a 5°C) 

y coexistencia de So/Ld (línea discontinua, DLPC:DPPC en proporción equimolar a 20°C). 

Extraído de Parasassi-1990. 

 

El estado basal de la sonda también nos permite estudiar propiedades 

físicas de las membranas donde se encuentra. Esto se debe a que la sonda, 

dependiendo del estado de la membrana en la que se encuentre, posee 

diferentes estados basales relacionados con el estado de hidratación (ver figura 

1.5). Para solventes polares (con grupos dadores próticos), es posible 

identificar dos bandas o poblaciones de estados basales del LAURDAN y 

PRODAN centrados alrededor de 350nm y 390nm. La banda de excitación a 

390 es denominada la banda de excitación roja, cierto grupo de moléculas 

similares al LAURDAN, pero sin el grupo dimetilamino (LAURMEN y LAURNA), 

no poseen esta banda de excitación lo que hace pensar que depende de la 
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generación de una separación de cargas parciales (Parasassi-1998). Esta 

banda en la excitación del LAURDAN es interpretada como una forma 

estabilizada de la sonda por los dipolos del entorno en el estado basal cuando 

se encuentra en fases L. Sin embargo, respecto a solventes polares, la banda 

de excitación en el rojo es particularmente intensa en membranas con fase L y 

es el máximo de excitación, no sucediendo lo mismo para el caso de 

membranas en fase líquida cristalina. Este efecto es menos significativo en 

membranas compuestas por fosfolípidos con enlace éter (derivados de 

fosfolípidos) y aún menor con enlace amida (esfingomielina), lo cual soporta la 

idea de que la estabilización del estado basal en L responde diferente a los 

cambios dependiendo del entorno químico que rodea la sonda (Bagatolli-

1999a). Cuando se trata de membranas con coexistencia de fase gel/fluida, la 

excitación del LAURDAN en el rojo selecciona particularmente a las moléculas 

de sonda rodeadas por fosfolípidos en fase gel (Parasassi-1990). Lo cual 

puede ser muy útil para estudiar membranas con coexistencia de fases.Al 

realizar un espectro de excitación de GP  (GPex), es posible seguir la 

respuesta en la GP dependiendo de la longitud de onda de excitación (ver 

figura 1.6). Esto es, mover la longitud de onda de excitación y calcular el valor 

de GP para las longitudes de onda de emisión antes descriptas (ecuación 1.1). 

Es posible identificar que la GP no se modifica para las membranas en fase gel 

cuando se incrementa la ex, asociado a que se selecciona un estado basal 

no-relajado ó sin agua en su entorno. Para el caso de una membrana en una 

fase fluida la GP toma una pendiente negativa, lo cual se debe al estado 

relajado del LAURDAN desde el estado basal. Por último, para membranas con 

coexistencia de fases gel/fluida la GP toma una pendiente positiva, lo que se 

explica asociado a la selección creciente por la banda roja del estado basal de 

la fase gel (ver figura 1.6). Con este análisis es muy sencillo discriminar 

sistemas con coexistencia de fases de los sistemas homogéneos.  

El mismo procedimiento puede realizarse para la GPem, en la cual se 

modifica la em y se calcula, tal como se describe en la figura 1.6, el valor de 

GPem. En este caso se puede observar que los resultados son opuestos a la 

GPex para las membranas con coexistencia de fases y fluida, e idéntica para la 

fase gel (Parassasi-1998).  
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Figura 1.6: Espectros de GPex y GPem para membranas con fases gel (línea solida), fluida 

(línea punteada) y con coexistencia gel/fluida (línea discontinua). GPex  se calcula como: GP = 

(I440 – I490)/(I440 + I490), usando una ex desde 320 a 420 nm. GPem se calcula como: GP 

= (I410 – I340)/(I410 + I340), usando una em desde 420 a 550 nm. Tomado de Parasassi-

1990. 

 

Una aplicación interesante del uso de la GP es estudiar la transición de fase 

de membranas. Aplicando la función de GP es sencillo seguir la transición de 

fases (Tm) de membranas modelos y nativas en un estudio termotrópico de GP 

vs temperatura. Esta resulta una herramienta muy potente para identificar el 

efecto de moléculas foráneas en membranas sobre la transición de fase 

(gel/liquida cristalina o Lo/Ld), tal como puede ser el efecto del colesterol sobre 

la Tm (Parasassi-1994a, 1994b, -1995). 

Hacia finales de la década del ´90, empezaron a aparecer los primeros 

trabajos de aplicación de GP con resolución espacial en sistemas de 

membranas sintéticos y nativos, así como células (Yu-1996, Parasassi-1997, 

Bagatolli-1999b). El primer trabajo reportado por Yu et al, muestra la 

adaptación de la función de GP para microscopía confocal por 2-fotones, 

mostrando los valores medios de GP y tiempos de vida de LAURDAN para las 

membranas plasmática y nuclear de fibroblastos de ratón (Yu-1996). 
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Posteriormente, Parasassi y colaboradores utilizan la función de GP para 

estudiar vesículas multilamelares de diferente composición así como 

membranas de eritrocitos y de células tubulares de riñón (Parasassi-1997). La 

inclusión de las vesículas gigantes unilamelares (GUVs) con LAURDAN 

permitió el estudio con vesícula única de sistemas sintéticos y nativos que 

otorgo un nuevo nivel de comprensión espacial que no es posible de obtener 

con las medidas en cubeta (Bagatolli-1999, 2000a,b, 2001). 

Más recientemente se ha propuesto un nuevo método de análisis para el 

tiempo de vida de LAURDAN en sistemas complejos como membranas 

celulares, demostrando el potencial de resolver la presencia de coexistencia de 

fases (Lo/Ld) independientemente de las limitaciones en la resolución espacial, 

basada en el análisis de fasores (Owen-2012). Antes de ahondar en la 

descripción y alcances de esta nueva metodología,nos gustaría poder describir 

brevemente las metodologías para la determinación del tiempo de vida (). 

Para la medida del  existen dos métodos: uno basado en luz pulsada y el 

segundo en luz modulada. En el dominio del tiempo (como suele conocerse la 

utilización de luz pulsada) el  se determina a partir de obtener la curva de 

decaimiento de fluorescencia en el tiempo con un sistema de detección de 

fotones muy sensible en la resolución temporal, tras la excitación del fluoróforo 

con un laser pulsado de muy corta duración (en el rango de picosegundos) 

(Jameson-2014 Libro). Mientras que para las medidas en el dominio de la 

frecuencia (como suele conocerse la utilización de luz modulada), un haz de luz 

es modulado sinusoidalmente a altas frecuencias (KHz-GHz) y el cálculo del  

es determinado por la demodulación y delta fase de la luz emitida por el 

fluoróforo (Jameson-2014) (ver figura 1.7). 

La tasa de decaimiento de un fluoróforo por un pulso de luz puede ser 

descripta por: 

𝑑𝑁 𝑡 𝑑𝑡 =  − 𝛾 + 𝑘  𝑁(𝑡) (1.2) 

Donde N(t) es el número de moléculas aún excitadas en el tiempo t,  la 

constante de emisión radiativa y k la constante de emisión no-radiativa. Para 

t=0 tenemos que N(t)=N0, y si integramos la ecuación es posible ver que: 

𝑁 𝑡 = 𝑁0 e
(−t τ ) (1.3) 

con 
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𝜏 = 1/(𝛾 + 𝑘)(1.4) 

Así la intensidad fluorescencia tendrá un decaimiento exponencial y es 

posible obtener directamente el  a partir de determinar la reducción de la 

fluorescencia inicial en un factor 1/e, o linealizando este gráfico para 

decaimientos mono-exponenciales como log I(t) vs t y determinando la 

pendiente de la gráfica (Jameson-2014).  

 

𝐼 𝑡 = 𝐼0 e
(−t τ ) (1.5) 

 

En caso de que se tenga un sistema con N componentes que decaen 

exponencialmente, la emisión estará dada por la siguiente expresión: 

 

𝐼 𝑡 = Σi𝛼𝑖e
(−t τi ) (1.6) 

Siendo I(t), la intensidad de fluorescencia para el tiempo t después de la 

excitación; 𝛼𝑖 , factor preexponencial que representa la contribución 

fraccionaria del decaimiento del fluoróforoi con un i; y τi el tiempo de vida para 

el i-esimo componente. 

Para el método de modulación y fase, el tiempo de vida es calculado de 

manera independiente por dos vías: la demodulación de la luz y el cambio de 

fase. Por lo cual siempre vamos a tener dos , que en el caso de decaimientos 

simple exponenciales deberán ser iguales (τM  y τP, tau modulación y fase 

respectivamente). Si tenemos una haz de luz incidente con una relación 

(AC/DC)ex y una fase determinada, debido al retardo asociado del estado 

excitado el fluoróforo, es posible medir la onda de modulación en la emisión 

(AC/DC)em  y el ángulo de desfasaje de la luz incidente  (ver figura 1.7). Por 

lo cual es posible escribir a la modulación relativa como: 

 

𝑀 =   𝐴𝐶 𝐷𝐶  𝑒𝑚 /  𝐴𝐶 𝐷𝐶  𝑒𝑥 (1.7) 

 

Para este método, entonces, se toman medidas de demodulación y delta 

fase a diferentes frecuencias y se calcula el τM  y τPcomo se describe a 

continuación. 
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Figura 1.7: Esquema representativo de la adquisición de datos para los métodos del 

dominio del tiempo y de la frecuencia. Modificado de Jameson-2014 

 

Para un fluoróforo excitado con luz modulada con una frecuencia angular  

(igual a 2f, donde f es la frecuencia de modulación lineal de la luz), si tiene un 

decaimiento mono-exponencial, la siguiente expresión describe con precisión 

su demodulación y desfasaje: 

 

𝐹 𝑡 = 𝐹 0  1 + 𝑀𝐹  𝑠𝑖𝑛(𝜛𝑡 + )  (1.8) 

 

siendo F(0) la intensidad de fluorescencia promedio, MF la modulación relativa 

de la emisión (AC/DC)em y  el ángulo de desfasamiento de la onda. 

 Dushinsky en1933 desarrolló la base matemática que permite describir 

las relaciones entre el tau y la demodulación y delta fase para un decaimiento 

mono-exponencial, como se describe a continuación: 

 

tan 𝜃 =  𝜛𝜏𝑃 (1.9) 

y,  

𝑀 =  
1

 1+(𝜛𝜏𝑀 )2
 (1.10) 

 

Sin embargo, para el caso de sistema con multi-componentes en la emisión, 

la relación entre el ángulo de desfasaje y el cuadrado de la modulación estará 

dada por: 

tan 𝜃 =
 𝑓𝑖𝑀𝑖𝑠𝑒𝑛  𝜃𝑖𝑖

 𝑓𝑖𝑀𝑖𝑐𝑜𝑠  𝜃𝑖𝑖
 (1.11) 
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y, 

 

M2 =    𝑓𝑖𝑀𝑖𝑠𝑒𝑛 𝜃𝑖𝑖  2 +   𝑓𝑖𝑀𝑖𝑐𝑜𝑠 𝜃𝑖𝑖  2 (1.12) 

 

Usando la notación descripta por Weber, es posible reducir la siguiente 

expresión como: 

 

tan 𝜃 =
𝑆

𝐺
 (1.13) 

y, 

 

M2 =  𝑆2 + 𝐺2 (1.14) 

 

donde, 

 

𝐺 =   𝑓𝑖𝑀𝑖𝑐𝑜𝑠 𝜃𝑖𝑖  (1.16) 

𝑆 =   𝑓𝑖𝑀𝑖𝑠𝑒𝑛 𝜃𝑖𝑖  (1.17) 

 

Esta descripción conocida como el Algoritmo Weber, permite la descripción 

y estudio de n-componentes como la sumatoria de componentes simples 

basado en la utilización de las propiedades de la transformación de Fourier y el 

cálculo de los valores reales e imaginario de la transformada (G y S, 

respectivamente) (Weber-1981). 

El método  de aplicación de gráficos de fasores para la representación 

gráfica de los tiempos de vida medidos y la substracción del background por 

demodulación y delta fase fue propuesto originalmente en 1984 por Jamenson 

y colaboradores (Jameson-1984). 

Propone una representación gráfica de las medidas de demodulación y 

delta fase en un gráfico vectorial, el vector M está incluido en una 

circunferencia con radio 0.5 y centrado en (0.5, 0) para x (Jameson-1984). La 

fórmula que describe la representación está basada en la notación propuesta 

por Weber, tal como se describió anteriormente, para sistemas de emisión 

heterogénea(Weber-1981). 
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𝑥 = 𝐺 = 𝑀. 𝑐𝑜𝑠 (1.18) 

y 

𝑦 = 𝑆 = 𝑀. 𝑠𝑒𝑛 (1.19) 

 

donde M es la demodulación y  la delta fase. 

Es fácil ver que si se grafica la demodulación en un gráfico vectorial para 

una función mono-exponencial, todos los valores del vector M deberían de 

estar en el semicírculo de radio 0.5 con mínimo 0 y máximo 1(circulo universal), 

independientemente de la frecuencia que se use (ver figura 1.8). 

 

 

                  A) 

 

 

 

 

 

 

                   B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -83 
 

                 C) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8: Representación geométrica de la delta fase () y demodulación (M) para un  

monoexponencial  (A), dos componentes mono-exponenciales (B) y para un componente con 

una reacción en el estado excitado (C). (Gráfico conocido como grafico de fasor, grafico AB o 

grafico polar). Modificado de Jameson-1984 

 

Si  prolongamos el vector M hasta la intersección con x = 1, obtenemos 

la tangente al ángulo  y por definición tan = P. Por lo cual se obtiene el 

tiempo de vida por el delta fase o P. Mientras si se reordena la ecuación 1.10 

se puede ver que: 

𝜛𝜏𝑀 =  
  1− 𝑀2 

𝑀
 (1.20) 

En la figura 1.8A podemos observar que se forman dos triángulos 

rectángulos (0AB y 0DB), que si operamos por la razón de catetos pueden 

escribirse como: 

𝐴𝐵/0𝐴 = 𝐷𝐵/0𝐵 (1.21) 

con 0A = M, 0B = 1 y AB = (1-M2), podemos rescribir la ecuación como: 

 

 
 1−𝑀 

𝑀
= 𝐷𝐵/1 (1.22) 

Y el segmento DB corresponde a M y que como mencionamos anteriormente 

para una función mono-exponencial coincide con tan. 

Sin embargo, cuando tenemos una combinación lineal entre dos 

decaimientos mono-exponenciales, la posición del vector debería de 
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encontrarse en la recta que une estos dos puntos en el círculo universal. Y para 

este caso el M es mayor que el P (figura 1.8B). 

Por último, para el caso de reacciones en el estado excitado de la sonda 

(FRET, relajación dipolar, etc), la posición del vector debería de estar fuera del 

circulo universal, asociado a un retardo en la emisión por el proceso que sufre 

la sonda en el estado excitado (ver figura 1.8C). Para esta situación el M es 

menor que el P. Para la situación de múltiples fluoróforos o procesos en el 

estado excitado, existe una dependencia con la frecuencia utilizada, por ende 

los tiempos de vida obtenidos no son iguales y cambian con la frecuencia, 

seleccionando con frecuencias atlas a los fluoróforos con tiempos de vida 

cortos y lo opuesto para frecuencias bajas. 

Pese a que se piensa que la aplicación de fasores es únicamente para 

ensayos con luz modulada, es posible representar de la misma manera a los 

datos de decaimientos de luz pulsada tal como se describió originalmente 

(Weber-1981): 

 

𝐺 𝜛 =   𝐼  𝑡 cos 𝜛𝑡 𝑑𝑡 
∞

0  𝐼  𝑡 𝑑𝑡 
∞

0
  (1.23) 

 

𝑆 𝜛 =   𝐼  𝑡 sen 𝜛𝑡 𝑑𝑡 
∞

0  𝐼  𝑡 𝑑𝑡 
∞

0
  (1.24) 

 

Estas propiedades fueron explotadas inicialmente para el análisis masivo de 

datos en microscopia de tiempo de vida (FLIM) por (Digman-2008). Golfetto y 

colaboradores revisaron la aplicación de esta metodología  para estudiar, 

basados en las propiedades de relajación dipolar y sensibilidad a la polaridad 

de LAURDAN, la movilización de colesterol en membranas celulares (Golfetto-

2013). 

Por último, recientemente se ha propuesto una extensión de este tipo de 

análisis por una transformación en el espacio de Fourier de los datos 

espectrales de microscopia para desmezclar la emisión de varios fluoróforos en 

células (Fereidouni-2012). Esta aproximación provee una nueva posibilidad de 

análisis de los datos de microscopía sin la necesidad de tener un sistema de 

microscopia especial para la realización de FLIM y con las ventajas por sobre 
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los métodos clásicos de análisis de poder cuantificar sistemas complejos en la 

emisión del LAURDAN como la combinación de estados discretos. 

 

𝐺 =  
 𝐼(). cos(2𝜋𝑛𝜆 𝐿 )

 𝐼().
 (1.25) 

 

𝑆 =  
 𝐼(). sen(2𝜋𝑛𝜆 𝐿 )

 𝐼().
 (1.26) 

 

Siendo I() la intensidad de fluorescencia, n el número de armónico,  

longitud de onda para la I() y L la longitud del espectro. En la figura 1.9 es 

posible ver un ejemplo de cómo se comporta el sistema para una simulación 

con tres espectros con diferente máximo y ancho de pico, en el primer y 

segundo armónico. 

 

Figura 1.9: Simulación de tres espectros con diferente máximo y ancho de pico, en A es posible 

ver la posición de cada uno de los espectros en el primer armónico y en B para el segundo 

armónico. Modificado de Cuturale-2013 
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En la figura anterior es posible ver cómo el gráfico de fasor espectral es 

capaz de separar correctamente los tres espectros y puede observarse que los 

cambios en la longitud de onda generan corrimiento en la posición angular (en 

sentido anti-horario), mientras que los incrementos en el ancho de pico mueven 

la posición del espectro hacia el centro del gráfico (radial). Cuando se calcula 

los valores de G y S para el segundo armónico se logra una mejor resolución 

de la función que se está ajustando. Sin embargo, la posición en el gráfico de 

fasor espectral puede rotar y avanzar sobre un segundo ciclo anti-horario para 

la posición angular (complicando en parte el análisis), pero logrando mucho 

mayor resolución radial. 

Una propiedad muy importante del uso de la transformación de Fourier es 

que es posible estudiar emisiones complejas como combinaciones lineales de 

emisiones simples (independientemente del número de armónico). 

 

Proponemos entonces la aplicación de estos dos nuevos métodos de 

análisis (gráficos de fasores para el tiempo de vida y espectral) para los datos 

de emisión del LAURDAN y PRODAN en sistemas de membranas sintéticos y 

complejos discutiendo las ventajas y limitaciones cuando se comparan con los 

clásicos métodos de GP y centro de masa del espectro (CM). Se evaluará el 

efecto del colesterol y la temperatura para sistemas sintéticos de manera de 

comprender la performance de los nuevos métodos. Se pretende el desarrollo 

de estas nuevas herramientas con el objetivo de una mejor comprensión de los 

efectos de moléculas foráneas (sevoflurane por ejemplo) en sistemas 

complejos (surfactante pulmonar). Los resultados presentados en esta sección 

fueron obtenidos gracias a una pasantía de dos semanas por el Laboratorio del 

Prof. David Jameson (Universidad de Hawaii en Manoa) entre los meses de 

Noviembre y Diciembre de 2012, donde se obtuvieron todos los datos de 

tiempo de vida en cubeta. Los resultados de estado estacionario en cubeta 

fueron obtenidos con la instrumentación para estado estacionario de la Unidad 

de Bioquímica y Proteómica Analíticas del Institut Pasteur de Montevideo, 

gracias a la generosidad de los Dres. Rosario Duran y Carlos Bathyanny. Y los 

experimentos de fasores espectrales con resolución espacial por microscopía 

de dos fotones fueron obtenidos en colaboración con el Prof. Enrico Gratton en 
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el Laboratory for Fluorescence Dynamics, LFD, de la Univeridad de California 

en Irvine, durante una pasantía de dos semanas en el mes de junio de 2014. 
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Resultados. 

Gráficos de Fasores (phasor plots, PP) para el estudio del tiempo de 

vida de LAURDAN y PRODAN en membranas modelo 

Primeramente nos focalizaremos en los resultados obtenidos para los 

gráficos de fasores para el tiempo de vida. 

Inicialmente fue necesario calibrar nuestro sistema de adquisición de 

trabajo, un Fluorometro de modulación y fase marca ISS (Chronos-FD, ver 

detalle da la instrumentación en materiales y métodos) en el Laboratorio del 

Prof. David Jameson en la Universidad de Hawaii. 

Se utilizó dimetil-POPOP (1,4-Bis(4-methyl-5-phenyl-2-oxazolyl)benzene, 

DM-POPOP) como estándar de tiempo de vida y se evaluó el efecto de la 

temperatura para el tiempo de vida de nuestro estándar usando un estándar 

primario con tiempo de vida cero asociado a la dispersión de la luz (glicógeno) 

(Tabla 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La temperatura no muestra un efecto significativo sobre el tiempo de vida 

del DM-POPOP, se puede identificar un solo componente con una  a 1.42 

ns y un 2(chi-cuadrado) de  1.06. Por lo cual, para todos los análisis se 

utilizará como tiempo de vida de referencia al DM-POPOP con un valor de 1.42 

ns (similar a previamente reportado por Aguilar-2012). Es interesante ver que 

cuando se grafica el PP para el DM-POPOP a 20°C (se comporta igual para el 

resto de las temperaturas) y con multifrecuencia, la posición del tiempo de vida 

en el gráfico se encuentra siempre sobre el circulo universal y simplemente 

Tabla 1.1: Tiempo de vida del DM-POPOP a diferentes temperaturas * 

Temperatura (°C) 1 (ns)¶ 
2 

20 1.430 ±0.003 0.88 
30 1.420 ±0.003 1.12 
35 1.420 ±0.003 1.01 
40 1.420 ± 0.003 1.13 
45 1.420 ±0.003 1.14 

   

*(estandar: glicogeno, 0.0 ns). 

¶ <> (Promedio): 1.42 ns 
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varía la posición hacia valores más cercanos a cero cuando se incrementa la 

frecuencia (ver figura 1.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10: PP de DM-POPOP para un rango de frecuencia entre 40 y 120 MHz a 20°C. 

 

El PRODAN en agua presenta dos componentes para todas las 

temperaturas siendo sus valores para 20ºC: 12.06 y 2  0.77 ns. La 

temperatura disminuye el  de ambos componentes y también el  (ver tabla 

1.2). No evaluamos el efecto de la temperatura para el LAURDAN en agua 

dado que no presenta fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 1.2: Tiempo de vida para el PRODAN en agua a diferentes temperaturas. 

 

Temperatura (°C) 1 (ns) 2 (ns) <> f1 f2 
2 

20 2.06±0.07 0.77±0.02 1.37 0.46 0.55 0.763 

30 1.74±0.06 0.64±0.02 1.18 0.49 0.51 0.847 

40 1.47±0.06 0.53±0.03 1.00 0.50 0.50 0.969 

45 1.37±0.05 0.48±0.03 0.93 0.51 0.49 0.609 

<> =  medio 
fi = fraccional de la exponencial 
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En el siguiente gráfico es posible ver cómo la posición del  para el 

PRODAN en agua, se encuentra dentro el circulo universal y se acerca a cero 

cuando se incrementa la frecuencia y a uno cuando se incrementa la 

temperatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.11: Para estos experimentos se ha usado un filtro de pase alto para longitudes de 

onda mayores a 399nm, colectando todo el rango de emisión del PRODAN. Freq. 98MHz 

 

Como hemos visto en la introducción, PRODAN así como LAURDAN tiene 

la capacidad de censar la polaridad del entorno y relajar su estado excitado 

20°C 

45°C 
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dependiendo de  la existencia de dipolos alrededor de la sonda. En la siguiente 

tabla vemos los valores de tiempo de vida para el PRODAN en diferentes 

solventes y sistemas lipídicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A través del uso de filtros de pase alto o de banda es posible seleccionar 

diferentes poblaciones de fuoróforos en su estado excitado. En la siguiente 

tabla se presentan los resultados del análisis de los tiempos de vida para el 

PRODAN y LAURDAN en DPPC con diferentes filtros y temperatura. 

 

 
 
abla 1.3: Tiempo de vida para el PRODAN en diferentes solventes. 

 

Solvente  1 (ns) 2 (ns) <> f1 f2 
2 

Agua 2.06±0.07 0.77±0.02 1.37 0.46 0.55 0.763 
Etanol 3.27±0.01 ---- ---- 1.00 ---- 2.552 

Acetonitrilo 3.46±0.03 0.84±0.30 2.15 0.96 0.04 0.358 
DPPC 5.70±0.03 1.80±0.02 3.75 0.67 0.28 1.984 

DPPC* 3.03±0.01 0.01±0.03 3.03 0.98 0.02 2.023 

LAURDAN/etanol 3.28±0.01 ---- ---- 1.00 ---- 1.179 
<> =  medio 
fi = fraccional de la intensidad 
, valor sin promediar. 

Todas la medidas fueron tomadas a 20°C y con un filtro de paso alto mkv- 399, a excepción de DPPC* a 54°C. 

 
Tabla 1.4: Tiempo de vida para el PRODAN en DPPC usando filtros de pase alto mkv-399 
(azul)y kv-500 (rojo)*. 

 

Filtro Temperatura (°C) 1 (ns) 2 (ns) 
<> 
(ns) 

 
f1 f2 

2 

mkv-399 20 5.70±0.10 1.80±0.10 3.75  0.67 0.28 1.984 
kv-500 20 3.76±0.06 0.98±0.02 2.37  0.56 0.40 2.648 

mkv-399 54 3.03±0.05 0.01±0.03 3.03  0.99 0.01 2.02 
kv-500 54 3.06±0.05 ----- 3.06  1.00 ---- 1.490 

Tiempo de vida para el LAURDAN  en DPPC usando filtros de pase alto mkv-399 (azul)y kv-
500 (rojo)* 

mkv-399 20 6.71±0.01 0.54±0.09 3.62  0.99 0.01+ 1.165 
kv-500 20 7.06±0.02 ----- ----  1.00 ---- 1.743 

mkv-399 40 6.45±0.20 4.18±0.50 5.32  0.83 0.17 0.720 
kv-500 40 7.86±2.00 5.69±0.30 4.93^  0.13 0.986 9.1

**
 

* ver grafico de trasmisión para los filtros(figura x12A) 


ajustado únicamente por demodulación 
**

para lograr el ajuste fue necesario incluir 3 componentes discretos (3 = 1.25±0.02 y f3 = -0.117). 

^ considerando al tercer componente. 
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Por último, se puede ver en la figura 1.12 el gráfico de la emisión de 

PRODAN y LAURDAN en DPPC con el uso del set de filtros antes 

mencionados, el cual permite colectar la emisión de diferentes poblaciones del 

estado excitado. También se estudia el efecto de los filtros sobre la posición del 

tiempo de vida medio en el PP para PRODAN y LAURDAN  en DPPC. Es claro 

que el filtro que selecciona la parte roja del espectro de emisión, promueve el 

desplazamiento en la posición del vector hacia fuera del círculo universal.  
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A)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B)                                                                          C)  

 

 

 

D)                                                                          E) 

 

 

 

 

 

Figura 1.12: A) Espectros de emisión normalizados del PRODAN en DPPC a 20°C sin filtros en 

la emisión (naranja), con filtro mkv-399 (azul)  y kv-500 (rojo). B y C) Posición en el PP del 

tiempo de vida media del PRODAN en DPPC usando una frecuencia de 45 MHz para el filtro 

mkv-399 (circulo) y kv-500 (triangulo) a 20°C y 54°C, respectivamente. D y E) Posición en el PP 

del tiempo de vida media del LAURDAN en DPPC usando una frecuencia de 42 MHz para el 

filtro mkv-399 (circulo) y kv-500 (triangulo) a 20°C y 40°C, respectivamente. 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -94 
 

Efecto del Colesterol y la temperatura sobre membranas con fase 

gel (DPPC), fluida (DOPC) y coexistencia gel/fluida (DOPC/DPPC; 

1:1) a través de gráfico de fasores (PP) en cubeta. 
 

Para poder estudiar cómo se afectan la fracción relajada y no relajada de la 

sonda en las membranas, fue necesario tomar medidas de tiempo de vida con 

un set de filtro que permitiera seleccionar los estados excitados de cada 

población. A continuación se muestra un grupo de espectros de emisión 

normalizados de LAURDAN en extracto orgánico de surfactante pulmonar 

(ESP) a temperatura ambiente, el cual presenta coexistencia de fases Lo/Ld. 

 

 

Figura 1.13: Espectros de emisión de LAURDAN en ESP: sin filtro 

(rosado), con filtro mkv-399+mUK-404 (azul), mkv-399+m5113 

(celeste), mkv-399+mUK390+UK450 (verde), mUK450 (amarillo) y 

kv-500 (rojo). 

 

Para el análisis del efecto de la temperatura y colesterol se seleccionó el 

set: mkv-399+mUK-404 (como filtro o canal azul) y kv-500 (como filtro o canal 

rojo). 
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Se prepararon vesículas multilamelares con los lípidos de fase gel 

(dipalmitoilfosfatidicolina, DPPC), fluida (dioleilfosfatidilcolina, DOPC) y una 

mezclaequimolar,  a los que se le agregaron concentraciones crecientes de 

colesterol (Chol: 0, 5, 10, 20 y 50 % molar de colesterol por mol de fosfolípido). 

Como puede verse en la figura 1.14, el diagrama de fases para estos 

fosfolípidos muestra cuál es el estado de la membrana dependiendo de la 

concentración de colesterol. 

 

Figura 1.14: Diagrama de fases para una 

mezcla ternaria DOPC:DPPC:colesterol. 

En los cursores verde, rojo y azul, es 

posible ver cuál es la fase que tiene 

cada una de las mezclas que hemos 

seleccionado. Extraído de Marsh-2013 

 

 A continuación puede verse un set de resultados para 25 y 35°C de las 

mezclas con concentración creciente de colesterol en la fracción sin relajar y 

relajada del LAURDAN (azul y roja). 
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Filtro azul: 

A)                                                               B) 

 

Figrura 1.15: PP para las MLVs de DOPC, DPPC y DOPC:DPPC (1:1) cargadas con 

LAURDAN a 25°C (A) y 35°C (B). Para este set de medidas se utilizó filtro de emisión mkv-

399+mUK-404 y 40.7 MHz. 

 

 El primer resultado a destacar de la fases puras (gel, DPPC y fluida, 

DOPC), es que se encuentran muy cercano al círculo universal en el canal azul 

y la posición para la fase fluida se asocia a tiempos de vida menores que para 

la fase gel. Es posible trazar una línea recta que una estos dos estados 

discretos y en el medio puede verse que se encuentra la mezcla de ambas 

fases en una proporción 1:1. Esta característica se pierde para el mismo 

sistema a mayor temperatura. La inclusión de colesterol provoca que loslípidos 

en fase simples (DPPC y DOPC) tiendan a moverse cercano al círculo 

universal y en sentido contrario. Mientras que para la DOPC el incremento de 

colesterol corre la posición del PP a valores más cercanos a (0,0), para la 

DPPC el incremento de colesterol corre la posición para valores más cercanos 
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a (1,0). Para la mezcla 1:1 de ambos fosfolípidos (con coexistencia gel/fluida) 

se puede ver en el gráfico 1.15 que tiene un comportamiento similar a la fase 

fluida, moviendo su posición hacia valores más cercanos a (0,0) con el 

incremento de colesterol. Los desplazamientos netos en la posición del PPson 

mayores para las membranas compuestas con DOPC y DOPC/DPPC, 

observándose un desplazamiento discreto para las membranas compuestas de 

DPPC. 

Un resultado interesante es que la linealidad que encontramos en el método 

para las fases puras (sin colesterol), no se puede identificar para el sistema con 

colesterol (independiente de la concentración). 

 La temperatura, independientemente de la composición de la membrana, 

siempre mueve la posición en el gráfico a valores más cercanos a (1,0) o 

tiempos de vida más cortos. 

Filtro rojo: 

 

 

Figura 1.16: PP para las MLVs de DOPC, DPPC y DOPC:DPPC (1:1) cargadas con 

LAURDAN a 25°C (A) y 35°C (B). Para este set de medidas se utilizó filtro de emisión kv-500 y 

40.7 MHz. 

25°C 35°C 
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 Cuando miramos la fracción roja de la emisión, lo primero que podemos 

destacar es que, independientemente de la fase, todos los valores de tiempo 

de vida medios están fuera del círculo universal, asociado a la fracción relajada 

de la sonda. La posición de la fase gel está más cercana a la posición (0,0) y la 

fase fluida más cercana a la posición (1,0). El colesterol mueve la posición de 

las diferentes mezclas en sentido horizontal hacia (0,0), independiente de la 

fase. Y la temperatura mueve en sentido contrario, osea hacía (1,0). No es 

posible establecer una relación lineal entre los fosfolípidos puros y la mezcla de 

ambos. 

Un resultado interesante resulta de mirar cómo responden las diferentes 

mezclas a un análisis de multifrecuencia. En la siguiente figura (figura 1.16) 

puede verse cómo se modifica la distancia entre las posiciones en el canal azul 

y rojo (dentro y fuera del circulo universal, respectivamente), encontrándose la 

distancia máxima para valores de frecuencia  40-50 MHz. Con el cambio en la 

frecuencia, en un sistema heterogéneo como el que estamos estudiando, se 

podría seleccionar diferentes poblaciones de tiempos de vida del estado 

excitado de la sonda; por ejemplo excitando preferentemente  tiempos de vida 

cortos con frecuencias altas y lo opuesto con frecuencias bajas. 

A) 

 

 

 

B)  
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Figura 1.16: A) Gráficos de fasores para los diferentes fosfolípidos (DOPC, DPPC) y la mezcla 

1:1 (DOPC:DPPC) mostrando la posición en el canal azul y rojo para un rango de frecuencias 

8-150 MHz. Se midió con unidades relativas la distancia entre estas posiciones, PPR-B(B). Es 

posible ver la influencia en la selección de los estados excitados con la variación en la 

frecuencia. 
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Fasores espectrales (spectral phasor, SP) para el estudio de la emisión 

de LAURDAN y PRODAN en membranas modelo. 
 

Efecto del Colesterol y la temperatura sobre membranas con fase 

gel (DPPC), fluida (DOPC) y coexistencia gel/fluida (DOPC/DPPC; 

1:1) por SP en cubeta. 

 

 El mismo set experimental que se utilizó para el estudio de la emisión de 

LAURDAN y PRODAN por tiempo de vida, se evalúa para el análisis espectral 

con la transformación de Fourier. 

En el siguiente gráfico (figura 1.17) puede verse el primer y segundo armónico 

de la emisión de LAURDAN en los diferentes grupos de vesículas 

multilamelares. Es posible identificar una relación lineal en el primer y segundo 

armónico para las vesículas sin colesterol, encontrándose la mezcla 1:1 de 

DOPC/DPPC en el medio de la trayectoria lineal que une los dos grupos de 

vesículas con fosfolípidos puros. También existe una trayectoria lineal para la 

DOPC con el incremento de colesterol, sin embargo no sucede lo mismo para 

la DPPC y la mezcla equimolar de DOPC:DPPC.  

El colesterol mueve la posición de las diferentes mezclas hacia 

longitudes de onda menores (en sentido horario en la resolución angular) y 

dependiendo de la fase se ven comportamientos diferenciales en la resolución 

radial. Mientras que se observa un sutil corrimiento hacia valores mayores en la 

posición radial para el primer armónico de las vesículas de DOPC y 

DOPC:DPPC con el incremento del colesterol, este efecto es muy claro en el 

segundo armónico. El efecto del colesterol para la posición radial de la DPPC 

es opuesto, y tal como en el caso anterior, el segundo armónico otorga una 

mejor resolución (figura 1.17).  
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B)                                                             C) 

 

Figura x17: SP de las MLVs de DOPC (azul), DPPC (rojo) y DOPC:DPPC (1:1, verde) 

cargadas con LAURDAN a 25°C. En la parte inferior es posible observar con mayor detalle el 

efecto del colesterol (0, 5, 10, 20, 50 y 100 %, tamaño creciente de los cursores) y la 

composición fosfolipídica, en la emisión del LAURDAN. Espectros obtenidos con ex a 360 nm. 
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 La temperatura, independientemente de la composición de la membrana, 

mueve la posición del SP a valores de longitud de onda mayores (gira en 

sentido anti-horario en la resolución angular) y modifica la posición radial hacia 

valores menores (más cercano al centro). Un dato relevante es que, a medida 

que se incrementa la temperatura, es posible ver cómo los diferentes grupos de 

vesículas con valores crecientes de colesterol, logran alcanzar una relación 

lineal independiente del grado de saturación de la fosfatidilcolina y/o si existe 

una mezcla equimolar de fosfatidilcolina de alto y bajo punto de fusión (Figura 

1.18). 

 

Figura 1.18: SP de las MLVs de DOPC (azul), DPPC (rojo) y DOPC:DPPC (1:1, verde) 

cargadas con LAURDAN a 15, 35 y 55°C. Espectros obtenidos con ex a 360 nm. 

 

  A continuación se muestran el análisis de GPex y CMex para el mismo 

diagrama de mezclas. Puede verse que la adición de colesterol produce un 

incremento en los valores de GP y CM para las vesículas con DOPC y 

DOPC:DPPC (1:1), alcanzando un valor estable para concentraciones mayores 

de 20% molar en el caso de la mezcla equimolar. Mientras que para la DPPC 

se observa que el colesterol produce un aumento de la GP y CM para 

concentraciones inferiores a 20% molar a 15, 25 y 35°C, luego de lo cual el 

incremento en la concentración produce una disminución de la GP y CM. El 

efecto de la temperatura, independientemente de la composición de las 

membranas, produce una caída de la GP y CM (ver figura 1.19). 

 

 

 

Figura 1.19x: GP de LAURDAN en vesículas multilamelares de DOPC (azul), DPPC 

(verde) y DOPC:DPPC (rojo, 1:1), con valores crecientes de colesterol (0,5, 10, 20, 50 y 

100 % molar) y temperatura (15, 25, 35, 45 y 55°C; estrella, triangulo inverso, cuadrado, 

circulo y rombo,  respectivamente). Se utilizó como ex 360 nm. 
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Estudio de la coexistencia de fases en vesículas gigantes 

unilamelares (GUVs) con mezclas binarias/ternarias por SP en 

microscopia confocal de 2-fotones. 
 

 A través del método descripto por Angelova y colaboradores (Angelova-

1984) se generaron vesículas gigantes unilamelares con mezclas de lípidos 

que permitieran generar diferentes tipos de fases (ver diagrama de fases figura 

1.14). Las imágenes espectrales fueron tomadas en un microscopio Zeiss 710 

con resolución espectral y un laser Mai-Tai (SpectraPhysics) sintonizable de 2-

fotones (ver descripción detallada en materiales y métodos). Los experimentos 

fueron realizados con luz polarizada y circularmente polarizada, para evaluar el 

efecto de fotoselección. 

En la siguiente figura podemos ver el primer y segundo armónico del espectro 

de emisión del LAURDAN en GUVs con fase gel (DPPC) o fluida (DOPC) a 

24ºC y el efecto del colesterol. A través del uso de cursores podemos definir 

grupos de pixeles de interés en el gráfico del primer armónico y visualizar su 

posición en la figura (figura 1.20).  

 

Figura 1.20: Trayectorias de los pixeles de las imágenes de GUVs con diferentes fases en 

el primer y segundo armónico (resultado del análisis de 10 GUVs por mezcla).  Con los 
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 Se seleccionaron en el gráfico SP del primer armónico los pixeles que 

pertenecen a cada tipo de fase a partir de un código de colores (ver figura 

1.19). Se definen primeramente las fases simples (gel y fluida, L y L 

respectivamente) y posteriormente se identifica el grupo de pixeles que 

pertenece a la mezcla de DPPC y DOPC más colesterol (Lo). Es posible ver 

que en ambos casos el colesterol mueve la posición espectral del LAURDAN 

hacia longitudes de onda menores (ver figura 1.20 y tabla 1.5). Sin embargo, 

cuando se analiza el ancho del espectro, para ambos casos el efecto es 

inverso; para el caso de la DPPC el colesterol disminuye el ancho del espectro 

y lo opuesto sucede para la DOPC.  

Es posible identificar trayectorias lineales para: L L, L Lo y L 

Lo. La presencia de pixeles con una combinación lineal de dos fases se pueden 

identificar en la trayectoria que une a estas (cursores amarillo y verde). 

 La mezcla equimolar de DOPC:DPPC no muestra una clara coexistencia 

de fase gel/fluida,  sin embargo puede verse que existen pixeles que poseen 

una mezcla de ambas fases definidos por los cursores amarillo, verde y cian. 

Cuando se realiza el mismo análisis para una mezcla equimolar de DOPC:SM, 

cursores de diferentes colores es posible seleccionar grupos de pixeles y ver su ubicación en la 

figura.  En el zoom es posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases definidas a 

partir de las mezclas seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14), así como las 

trayectorias generadas por la inclusión de colesterol en las membranas con fases simples (se 

definió un código según el corrimiento espectral del violeta al rojo, como los pixeles de menor a 

mayor corrimiento espectral). En la parte inferior es posible ver las imágenes representativas de 

los diferentes grupos de GUVs (imágenes tomadas a resolución de 512x512). 

 
Tabla 1.5: Posición de los cursores en los gráficos de fasores de la figura xx. 

 

Cursor Primer armónico* Segundo armónico* 
 centro ancho centro ancho 

Rojo 495 16.6 491 74.9 
Amarillo 489 17.8 484 114.3 

Verde 481 18.6 473 138.0 
Cian 474 18.9 465 118.2 
Azul 468 18.1 457 80.0 

Violeta 462 15.3 455 51.0 

*Valor medio en nm. 
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puede verse con claridad que se identifican dominios de membrana con fase 

gel (cursor azul), ver figura 1.21. 

 

Figura 1.21: Gráficos de SP para el primer y segundo armónico de GUVs con 

coexistencia de fases gel/fluida (DOPC:DPPC y DOPC:SM; 1:1), resultado del análisis de 

10 GUVs por mezcla.  La posición de los cursores es la definida por las fases simples (figura 

1.20).  En el zoom es posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases gel (cursor 

azul y señalado con una fecha) y la fase fluida con el curso rojo (imágenes tomadas a 

resolución de 512x512). El cursor rosado selecciona los pixeles del background. 

 

Finalmente se realizaron mezclas ternarias con coexistencia de fases 

Lo/Ld (DOPC:DPPC:Chol y DOPC:SM:Chol, ver diagrama de fases en figura 

1.14), se identificaron las fases siguiendo la posición de los cursores definidos 

en la figura 1.20. Puede verse que ambas mezclas presentan dominios con 

fase Lo (cursor violeta/azul) y fase Ld (cursor amarillo). La figura 1.21A muestra 

una imagen representativa de una GUV con un mezcla DOPC:DPPC:Chol 

(relación molar 2:2:1), es posible ver que los límites de los dominios presentan  



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -107 
 

A)

 

B) 

 

Figura 1.22: A)  Gráficos de SP para el primer y segundo armónico de GUVs preparadas de 
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una interfase de pixeles con diferente proporción de las fases Lo/Ld (cursores 

azul, cian y verde). La fase fluida “pura” definida por el cursor rojo parece 

desaparecer por completo, y el centro de la fase Ld se define por el cursor 

amarillo que muestra una centro espectral menor y con un ancho mayor. Sin 

embargo es claro que la posición de la fase Lo para cada una de las mezclas 

es sutilmente diferente. 

Para el mismo grupo de vesículas se procedió a incluir un filtro de 

polarización circular (quarter-wave plate), para disminuir el efecto de 

fotoselección asociado a la excitación del LAURDAN con luz polarizada. Fue 

necesario determinar la correcta orientación angular del filtro que permita 

disminuir la polarización en una mezcla de DPPC. Como puede verse en la 

siguiente figura 1.23, se rotó el filtro hasta conseguir desaparecer el efecto de 

polarización, identificando como mejores ángulos: 300° y 332°. 

DOPC:DPPC:Chol (relación molar 2:2:1), resultado del análisis de 10 GUVs por mezcla.  La 

posición de los cursores es la definida por las fases simples (figura 1,20).  En el zoom es 

posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases: Lo (cursor violeta/azul) y Ld (curso 

amarillo/rojo). B)  Gráficos de SP para el primer y segundo armónico de GUVs preparadas de 

DOPC:SM:Chol (relación molar 1:1:1), resultado del análisis de 10 GUVs por mezcla.  En el 

zoom es posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases: Lo (cursor violeta/azul) y 

Ld (curso amarillo/rojo). (Imágenes tomadas a resolución de 512x512).  El cursor rosado 

selecciona los pixeles del background. 
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Posteriormente se realizó el mismo análisis espectral para las vesículas 

con fases simples y la combinación de éstas. En la figura 1.24, se puede ver la 

posición en el primer y segundo armónico de SP para el LAURDAN en las 

vesículas de DOPC y DPPC. Como puede verse, la adición de colesterol 

modifica la posición espectral del LAURDAN dependiendo de la fase en la que 

se encuentre. Para las vesículas de DOPC existe un corrimiento significativo 

hacía longitudes de onda menores y con un ancho espectral mayor (ver figura 

1.24 y tabla 1.6). Mientras que para el caso de la DPPC, el colesterol apenas 

modifica la posición espectral, cambiando mayoritariamente el ancho del 

espectro. 

 

Figura 1.24: Trayectorias de los pixeles de las imágenes de GUVs con diferentes fases en el 

primer y segundo armónico (resultado del análisis de 10 GUVs por mezcla).  En el zoom es 

 

Figura 1.23: Imágenes de GUVs de DPPC tomadas con el mismo set experimental pero 

variando la posición del filtro de polarización circular. Al pie de cada imagen es posible 

identificar el ángulo utilizado. El cursor azul se posicionó en el centro espectral para la 

población de pixeles de todas las vesículas. El cursor rosado selecciona los pixeles del 

background. 
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posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases definidas a partir de las mezclas 

seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14), así como las trayectorias generadas 

por la inclusión de colesterol en las membranas con fases simples (se utilizó el mismo código 

de  corrimiento espectral definido para la figura 1.20). En la parte inferior es posible ver las 

imágenes representativas de los diferentes grupos de GUVs (imágenes tomadas a resolución 

de 256x256 y con el filtro de polarización circular a 330º). El cursor rosado selecciona los 

pixeles del background. 

 

  

 Fue necesario modificar sutilmente la posición de los cursores utilizados 

para el análisis con luz polarizada (figura 1.20) dado que existieron pequeños 

corrimientos espectrales asociados a la polarización de la luz (ver tabla 1.5 y 

1.6).  

Cuando se genera una mezcla binaria con coexistencia de fases 

gel/fluida (DOPC:SM, en proporción equimolar 1:1) es posible identificar una 

relación lineal entre fases “simples” (gel y fluida). En los límites de los dominios 

gel/fluido se pueden ver pixeles con coexistencia gel/fluida en diferentes 

proporciones (amarillo/cian), ver figura 1.25. 

 

 

 
Tabla 1.6: Posición de los cursores en los gráficos de fasores de la figura 1.24. 

 

Cursor Primer armónico* Segundo armónico* 
 centro ancho Centro ancho 

Rojo 490 18.3 484 99.5 
Cian 475 20.1 465 118.5 
Azul 459 14.4 455 36.4 

Violeta 462 16.0 455 49.4 

*Valor medio en nm. 
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Figura 1.25: Imágenes y gráficos de primer y segundo armónico de  GUVs con una 

mezcla binaria equimolar de DOPC:SM (resultado del análisis de 10 GUVs por mezcla).  En 

el zoom es posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases definidas a partir de las 

mezclas seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14). Se utiliza el mismo código de  

corrimiento espectral definido para la figura 1.23. En la parte inferior es posible ver el ecuador 

y la parte superior de una GUV representativa para esta mezcla (imágenes tomadas a 

resolución de 256x256 y con el filtro de polarización circular a 330º).  

 

 Las mezclas ternarias DOPC:SM:Chol (1:1:1) y DOPC:DPPC:Chol 

(2:2:1) mostraron coexistencias de fase Lo/Ld, identificándose una relación 

lineal para la mezcla con SM, mientras que no del todo para la DPPC (figura 

1.26). En los dominios de la mezcla con DPPC se puede ver que existe mayor 

heterogeneidad en los pixeles que para la mezcla con SM, sin embargo para 

ambos casos los límites de los dominios siempre poseen pixeles con 

combinaciones lineales de las fases Lo/Ld (amarillo y cian), ver figura 1.26 y 

1.27. 
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Figura 1.26: Imágenes y gráficos de primer y segundo armónico de GUVs con mezclas 

ternarias: DOPC:SM:Chol (2:2:1) y DOPC:DPPC:Chol (1:1:1) (resultado del análisis de 10 

GUVs por mezcla).  En el zoom es posible ver la selección de los pixeles con diferentes fases 

definidas a partir de las mezclas seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14). La 

flechadiscontinua define la trayectoria para la mezcla con SM, mientas la continua para la 

mezcla con DPPC. En la parte inferior es posible ver el ecuador y la parte superior de 

dosGUVs representativas para estas mezclas (imágenes tomadas a resolución de 256x256 y 

con el filtro de polarización circular a 330º). 
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Figura 1.27: Primer armónico de la emisión de LAURDAN en una GUV compuesta por 

DOPC:SM:Chol (2:2:1).  Reconstitución 3D de una GUV, en el zoom es posible ver en detalle 

los dominios Lo (seleccionados con el cursor azul), rodeados de pixeles con combinación  de 

fases Lo/Ld en diferentes proporciones (cursores verde y amarillo) y finalmente la fase Ld 

seleccionada con los cursores rojo y rosado. La flecha discontinua define la trayectoria para la 

mezcla (imágenes tomadas a resolución de 256x256 y con el filtro de polarización circular a 

330º). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -114 
 

 

Discusión: 

Los efectos del colesterol en membranas modelo han sido ampliamente 

estudiados en las últimas dos décadas, utilizándose una variedad de métodos 

biofísicos como resonancia magnética nuclear (RMN) (Vist-Davis-1990; 

Sankaram-Thompson-1990a), resonancia electrónica de espin (EPR) 

(Subczynski-1990; Sankaram-Thompson-1990b), calorimetría diferencial de 

barrido (Vist-Davis-1990, Tampé-1991; Keough-1989), dilatometría (Melchior-

1980), difracción de neutrones de ángulo bajo (SAXS) (Mortensen-1988) y 

fluorescencia (van Langen-1989; Schroeder-1991; Ben-Yasar y Barenholz-

1989; Nemecz y Shroeder, 1988; Parassasi-1994a, -1994b y -1995). 

El colesterol es una molécula ubicua en las membranas de mamíferos, 

donde genera modificaciones estructurales y dinámicas en las propiedades de 

los fosfolípidos. Pese a la mala reputación que el colesterol tiene asociada con 

la promoción de diferentes enfermedades como arteriosclerosis o Alzheimer 

(Bendtzen-2014; Matsuzaki-2014), éste es imprescindible para el correcto 

funcionamiento de las membranas celulares y se ha asociado a la regulación 

de procesos de señalización a través de membranas (Adebiyi-2014; Agarwal-

2014; Lee-2014). 

Pese al esfuerzo dedicado en las últimas dos décadas al estudio de los 

efectos del colesterol en modelos de membranas sintéticas, el estudio de 

sistemas de membrana celulares sigue siendo un problema todavía de 

desarrollo metodológico a resolver. Con el advenimiento de las nuevas 

tecnologías de microscopia confocal de fluorescencia,  el uso de sondas de 

relajación por polaridad del entorno demostraron ser muy importantes para 

comprender aspectos estructurales y dinámicos de las membranas celulares 

con resolución espacio-temporal (Yu-1996, Parasassi-1987, Dietrich-2001). 

En este trabajo proponemos el uso de dos nuevas herramientas de 

análisis de los resultados de la emisión del LAURDAN y PRODAN en estado 

estacionario y en el tiempo de vida (gráficos de fasores espectrales y en el 

tiempo de vida, SP y PP, respectivamente). 
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Se ha caracterizado el corrimiento de PRODAN en sistemas con 

diferente polaridad y temperatura para comprender como se comporta el 

tiempo de vida promedio en el PP. Los resultados muestran que la temperatura 

así como la polaridad mueven la posición del tiempo de vida media en el PP a 

valores más cercanos a (1,0), lo cual significa a tiempos de vida menores (tabla 

1.2 y 1.3, figura 1.11). Mientras que, cuando se mide el tiempo de vida para el 

PRODAN y LAURDAN en vesículas de DPPC a temperaturas por debajo y 

arriba de la transición de fase (Tm), puede verse que el PRODAN pasa de un 

sistema de dos componentes a básicamente un sistema simple (tabla 1.3), 

identificándose una disminución del 1 y la desaparición aparente del 2. Esto 

se asocia con el reparto de PRODAN entre la membrana y el agua. Se ha 

demostrado que para temperaturas superiores a la Tm de la DPPC (fase liquida 

cristalina o fluida) el PRODAN tiene una afinidad hacia la membrana 35 veces 

mayor (Krasnowska-1998). Los tiempos de vida son comparables con valores 

previamente reportados por otros autores (Krasnowska-1998). 

El componente de tiempo de vida 0,01 para la temperatura superior a la 

Tm puede estar asociado a la dispersión de luz, lo cual se debe a que los 

experimentos fueron realizados en vesículas multilamelares (MLVs). La 

inclusión de filtros de pase alto en la emisión, permite seleccionar diferentes 

poblaciones de tiempos de vida, asociados a diferentes estados de relajación 

de la sonda en la membrana. En la figura 1.12 y tabla 1.4, se puede ver que si 

se seleccionan porciones de la emisión más cercanas al rojo, los tiempos de 

vida tiene una disminución del valor medio para 20ºC, pero no para la 

temperatura por arriba de la Tm. Esto es debido a que en el caso de la DPPC 

para temperaturas por arriba de 41.5ºC la membrana se encuentra en fase 

liquida cristalina, por lo cual el uso de filtros de emisión para el rojo o azul no 

tiene ningún efecto significativo en la selección de estados excitados.  

Para PP a 20ºC es posible ver, que tanto para el filtro en el azul como 

para el rojo, los valores están dentro del círculo universal (figura 1.12B), lo que 

significa que el tiempo de vida medio debería estar compuesto por 

combinaciones lineales de al menos dos componentes. Sin embargo, a 54ºC se 

identifica que el filtro azul posiciona el cursor sobre el circulo universal 

(denotando un componente mono-exponencial), mientras que el filtro rojo 
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permite identificar la presencia de relajación dipolar del PRODAN en DPPC en 

fase liquida cristalina.  

Para el caso del LAURDAN es posible ver en los PP que su posición 

siempre se encuentra hacia valores más cercanos a (0,0), lo que significa que 

su tiempo de vida promedio es mayor que el del PRODAN. El filtro rojo siempre 

posiciona al cursor fuera del círculo universal, indicando la presencia de 

relajación dipolar y el filtro azul muestra un componente mono-exponencial que 

responde a la temperatura moviendo su posición hacia tiempos de vida más 

cortos (ver figura 1.12D y E). 

Cuando analizamos los efectos del colesterol sobre membranas con fase 

gel (DPPC), fluida (DOPC) y con existencia gel/fluida (DOPC:DPPC)  por PP, 

en la fracción azul de la emisión de LAURDAN (figura 1.15), es posible ver que 

el método predice con claridad la posición de las fases simples (cursor azul y 

verde) cercano al círculo universal (mostrando la presencia un componente 

mono-exponencial para cada fase simple) y la mezcla equimolar en el medio de 

la trayectoria que une los cursores de las fases simples. Además, es posible 

identificar rápidamente que el tiempo de vida medio del LAURDAN en DPPC es 

mayor que el tiempo de vida del LAURDAN en DOPC, lo cual está en línea con 

los resultados antes descriptos por diferentes autores (Parassasi-1986). 

Cuando se incluye colesterol en las membranas, vemos que para las 

vesículas con fases fluida y coexistencia gel/fluida, el tiempo de vida medio 

para el LAURDAN sufre un corrimiento para posiciones más cercanas a (0,0), 

lo que se corresponde con tiempos de vida mayores. Esto se encuentra 

asociado al efecto del colesterol sobre las propiedades físicas de membranas 

en fase liquida cristalina descripto por (Thewalt-Bloom-1992), el colesterol 

promueve el orden de la membrana para concentraciones mayores a 6% 

(aparición de fase Ld para concentraciones de colesterol entre 6-25%) y la 

aparición de fase Lo para concentraciones mayores al 30% molar. La fase Ld 

tiene restricciones en la rotación axial de los fosfolípidos, mientras que para la 

fase Lo a esto se suma la disminución en la difusión lateral de los fosfolípidos 

(Ipsen-1987, Mouritsen-1991), y se asocia a cambios en el estado de 

hidratación y polaridad de la interfase de las membranas (Parassasi-1995). 

Cuando analizamos los resultados para la DPPC, vemos que el 

colesterol tiene un efecto opuesto al que se observó para la fase liquida 
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cristalina. El colesterol mueve la posición de la emisión del LAURDAN hacia 

tiempos de vida media menores. Este efecto se debe a un incremento en el 

desorden de la membrana inducido por la presencia del colesterol, 

promoviendo la rotación axial y difusión lateral de los fosfolípidos, previamente 

descripto por (Ipsen-1987).  

Podemos ver que los cambios en los tiempos de vida medios son mucho 

menores para la DPPC que para las vesículas con fase liquida cristalina y 

gel/liquida cristalina. Esto es debido al tiempo rotacional del agua en el entorno 

del LAURDAN. Como se discutió en la introducción de este capítulo, el agua 

que tiene la potencialidad de ser re-orientada en el entorno del LAURDAN, 

tiene restricciones rotacionales cuando se compara con el agua bulk (la cual 

tiene una tasa de relajación aproximadamente de ps). Los valores estimados 

de la tasa de relajación del agua para la fase gel y liquida cristalina son 

aproximadamente 0.66 x 109 s-1 y 1.26 x 109 s-1, respectivamente (Parasassi-

1986). Es fácil darse cuenta que es difícil poder ver cambios significativos en la 

posición del PP para la fase gel dado que el tiempo rotacional es mucho menor 

que el tiempo de vida del estado excitado (aproximadamente 6-7 ns). Mientras 

que para el caso de la fase liquida cristalina, el tiempo rotacional está en el 

entorno del tiempo de vida (aproximadamente 3-4 ns). 

Independientemente de la composición de la membrana original (DOPC, 

DPPC o DOPC/DPPC), es posible ver que con la adición de colesterol no es 

posible establecer una relación lineal para cada sistema, ni tampoco entre los 

sistemas para la misma concentración de colesterol. Esto denota que los 

sistemas binarios y ternarios en una emisión promedio (debido a los estudios 

realizados en cubeta) tienen una emisión compleja con múltiples estados, que 

hacen imposible resolver el problema simplemente como la combinación lineal 

de dos estados. Parte de este problema podría ser resuelto cuando a partir de 

la resolución espacial de la microscopía confocal se puedan separar  las fases. 

La temperatura produce un corrimiento de las posiciones en el PP de las 

diferentes mezclas para tiempos de vida menores (independiente de la 

mezcla), indicando un aumento en el desorden de las membranas producido 

por el incremento en la entropía. 

Cuando analizamos los resultados de la fracción roja de la emisión del 

LAURDAN en membranas, vemos que este filtro permite ver la fracción 
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relajada de la sonda. La primer conclusión importante a destacar es que 

independientemente de la fase (gel, líquido ordenada, liquido desordenada, 

liquido cristalina, ordenadas de menor a mayor fluidez), todas tienen una 

fracción con relajación parcial de su estado excitado. Esto ha sido discutido 

previamente por Parasassi y colaboradores (Parasassi-1997), y se encuentra 

asociado a la presencia de cierta heterogeneidad de la organización de las 

membranas que permiten que existan arreglos de fosfolípidos de una particular 

organización supramolecular en la otra (llámese liquido ordenada con liquido 

desordenada, por ejemplo). Las vesículas de fosfolípidos sin colesterol no 

presentan una relación lineal, así como tampoco cuando se introduce colesterol 

a los sistemas, denotando que el sistema no puede ser explicado con un 

sistema lineal simple de dos componentes. 

El colesterol, en la fracción roja de la emisión el LAURDAN, produce una 

disminución del tiempo de vida medio independientemente de la composición 

(inclusive para la DPPC), lo que se explica como una disminución en el 

contenido de agua en la membrana y polaridad.  

El desplazamiento por la relajación dipolar (dentro y fuera el círculo 

universal) en la posición del PP,  ha sido explotado por Golfetto et al, como una 

medida de la presencia de colesterol y el cambio en la polaridad en membranas 

complejas con resolución espacial por microscopia confocal de fluorescencia 

(Golfetto-2013). En este trabajo los autores proponen que la rotación en el 

gráfico de fasores se debe a un retardo en la emisión del estado excitado 

asociado al proceso de la relajación dipolar que conlleva a un aumento en la 

“delta fase” en la emisión. Este código de desplazamiento fue establecido a 

partir de soluciones de LAURDAN con diferentes mezclas de agua y glicerol, o 

con el incremento de colesterol soluble. Claramente es difícil de comprender la 

extrapolación de estos resultados a sistemas de membrana, donde la fracción 

de agua que el LAURDAN puede censar tiene las características antes 

descriptas (restricción rotacional) y la solución heterodispersa de colesterol 

(colesterol soluble) no permite ver el efecto que se genera por la interacción 

colesterol-fosfolípido y la organización supramolecular de membranas. Los 

autores proponen que el colesterol incrementa la relajación dipolar (observado 

en el fasor del filtro rojo, ó verde como lo llaman los autores) y aumenta la 
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polaridad lo que se relaciona como mayor fluidez de la membrana (fasor del 

filtro azul) (Golfetto-2013). 

Nuestros resultados permiten discriminar cómo se afectan las fases 

simples (DOPC, DPPC o DOPC/DPPC) con la inclusión de colesterol y la 

temperatura. Esta última produce una combinación del desplazamiento 

horizontal (incremento en la polaridad con disminución del tiempo de vida) y 

vertical (relacionado con aumento de la relajación dipolar). El colesterol 

produce un efecto dual dependiendo de la fase en la membrana en la que se 

encuentre, lo que concuerda con los efectos esperados para fase gel y liquido 

cristalina. Sin embargo, resulta difícil poder proponer una regla que permita 

discriminar su efecto sobre la polaridad y relajación dipolar para sistemas 

complejos, con nuestros resultados.  

Pese a esto, es importante destacar que los PP permiten discriminar con 

precisión los efectos del colesterol y la temperatura ofreciendo un sistema de 

análisis libre de modelos y de fácil interpretación, lo cual es muy útil para el 

estudio de sistemas complejos donde la composición lipídica no está del todo 

definida. 

Un dato interesante que permite el trabajo con un fluorómetro de 

multifrecuencia por sobre los experimentos en microscopia confocal de tiempo 

de vida, se asocia a la limitación que esta última tiene para el uso de 

frecuencias definidas. Esto puede ser relevante para el análisis, dado los 

resultados que se presentan en la figura 1.16, donde puede verse que el 

incremento en la frecuencia permite la selección de diferentes poblaciones de 

tiempo de vida. Esto debe de ser tenido en cuenta cuando se utiliza esta 

aproximación en microscopia, tal como es el caso de los trabajos de Owen y 

Golfetto (Owen-2012; Golfetto-2013). En estos trabajos usan en la repetición un 

laser UV (405 nm) a 40 MHz y un laser de dos fotones a 80 MHz, 

respectivamente,  para estudiar el tiempo de vida  de LAURDAN en 

membranas celulares en imágenes, siendo significativa la diferencia observada 

en el gráfico de distancia entre la posición del curso para el filtro azul y rojo 

para cada mezcla de fosfolípidos. 

La aplicación de la transformación de Fourier a los espectros de emisión 

de LAURDAN otorga una nueva dimensión al análisis de los resultados en 

estado estacionario basado en las propiedades de la función. Las propiedades 
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han sido descriptas anteriormente y en la figura 1.17. Es posible ver cómo los 

corrimientos espectrales y los cambios en la heterogeneidad en la emisión 

pueden ser discriminados en el gráfico de fasor espectral. Las vesículas puras 

de DPPC y DOPC poseen una relación lineal, encontrándose la mezcla 

equimolar en el medio de la trayectoria que une a éstas. Las vesículas de 

DPPC muestran el menor corrimiento y ancho espectral, cuando se compara 

con la mezcla equimolar de DOPC:DPPC y con DOPC. Esta última posee el 

mayor corrimiento y ancho espectral asociado a la emisión heterogénea del 

LAURDAN desde estados relajados y no relajados. El colesterol modifica la 

posición espectral de manera diferencial dependiendo de la composición y 

estado físico de la membrana. Para las vesículas compuestas de DOPC (fase 

liquida cristalina) el incremento en la concentración de colesterol en el primer 

armónico promueve el orden de la membrana (corrimiento horario de la 

posición angular) sin una modificación significativa de la posición radial, lo que 

significa que mantiene la heterogeneidad de la emisión. Para este caso, es 

posible ver una relación lineal entre la vesículas con fase liquida cristalina 

(DOPC), Ld (DOPC+colesterol entre 5 y 25%) y Lo (DOPC+colesterol mayor a 

30% molar), denostando una disminución en la polaridad del LAURDAN y de la 

dinámica e hidratación de la membrana. Sin embargo, cuando analizamos los 

resultados del segundo armónico, vemos que además del cambio en el centro 

espectral, se puede ver un cambio dramático en el ancho espectral (posición 

radial), tal como se describiera previamente por Parasassi y colaboradores 

(Parasassi-1994b). Esto significa que disminuye la relajación dipolar y la 

polaridad asociado al efecto de orden que induce el colesterol en membranas 

con fase liquida cristalina, limitando la rotación axial y la difusión lateral (Ipsen-

1987). También es más claro que pese a poseer un ancho espectral distinto, la 

adición de colesterol (100%) acerca los valores del centro espectral a los de 

DPPC+Colesterol, mostrando el efecto que éste tiene sobre la hidratación y 

dinámica de las membranas. 

Para el caso de las vesículas compuestas de DPPC, el colesterol 

creciente no muestra una combinación lineal, pero además muestra un quiebre 

en el ancho espectral para concentraciones mayores a 20% molar. Esto ha sido 

reportado anteriormente para estudios del efecto de colesterol con LAURDAN y 

análisis de GP (Parasassi-1995). Esto es debido a concentraciones criticas de 
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colesterol para ordenar/desordenar las membranas donde se encuentra 

(Parassasi-1995). Pero puede verse que pese a ser sutil, se observa un 

corrimiento espectral, mostrando cierta disminución en la polaridad del entorno 

del LAURDAN.  Esto se asocia a una disminución en la relajación dipolar por 

disminución del contenido de agua de la membrana o en tal caso a un cambio 

en los parámetros dinámicos de la membrana por la adición del colesterol y la 

movilidad del agua en el entorno del LAURDAN (Parasassi-1995).  

La mezcla equimolar mostró un comportamiento similar al observado por 

las vesículas compuestas por DOPC; un aumento de colesterol incrementa el 

orden y polaridad de las membranas, asociado a los corrimientos espectrales 

en centro y ancho que se observan. En este caso, primer y segundo armónico 

muestran básicamente la misma interpretación. 

La temperatura (figura 1.18) mueve la posición de las diferentes mezclas 

para valores de centro y ancho espectral mayor, denostando el incremento en 

la polaridad inducido en las membranas. Esto se asocia al incremento en la 

relajación dipolar y aumento de la heterogeneidad de las membranas asociado 

a la presencia de colesterol. 

Un detalle interesante es que a medida que se incrementa la 

temperatura, independientemente de la composición de la membrana, se logra 

alcanzar relaciones lineales entre los componentes simples y las mezclas con 

colesterol, lo que posiblemente se explique por un efecto de orden dinámico en 

membranas con fase liquida cristalina independiente de la saturación de la 

fosfatidilcolina. 

Estos resultados están en excelente concordancia con los descriptos 

para el PP y a su vez son complementarios, dado el análisis espectral  que se 

puede hacer. Cuando comparamos con los clásicos métodos de GP 

(Parasassi-1990) y el centro de masa espectral (Weber-1992), vemos que los 

resultados que se obtienen son similares pero los sistemas propuestos poseen 

un nivel mayor de descripción asociado a las propiedades de la transformación 

de Fourier. Parece interesante destacar que pese a que los valores de GP 

indicaran en algunos casos un estado de hidratación y polaridad similar para 

las diferentes mezclas con elevados niveles de colesterol (50%), los 

resultados de PP y SP, muestran que existen diferencias sutiles en la 

hidratación y polaridad de las membranas con DOPC+Colesterol 50%, 
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DOPC:DPPC+Colesterol 50% y DPPC+Colesterol 50%, pese a que todas 

poseen un orden Lo según diagrama de fases (figura 1.14). 

Parece interesante destacar que cada uno de los métodos de análisis 

tiene sus limitaciones por lo cual un abordaje global pensamos podría favorecer 

la comprensión de sistemas complejos como las membranas celulares. 

 Por último pensamos discutir el alcance del uso de SP con resolución 

espacio-temporal en microscopía confocal de dos-fotones. Las bondades del 

uso de los gráficos de SP han sido detallas en los párrafos anteriores, pero 

como sucede en el caso de PP, la posibilidad de discriminar las propiedades 

espectrales del LAURDAN con resolución espacial creemos puede mejorar la 

comprensión de sistemas complejos y suplir las deficiencias que los métodos 

de medidas promedio tienen. 

 Se ha utilizado luz polarizada y luz circularmente polarizada (lo que 

disminuye el efecto de fotoselección,  Bagatolli-2004), para estudiar la 

performance de los SP en sistemas de vesículas gigantes unilamelares. Las 

mismas  mezclas lipídicas (a excepción de las mezclas con SM) fueron 

analizadas con resolución espectral. En la figura 1.20 puede verse un grupo de 

GUVs con fase gel (DPPC), liquida cristalina (DOPC) y Ld (DOPC:colesterol 

1:1 y DPPC:colesterol 1:1): Es posible ver en el gráfico de primer y segundo 

armónico que existe una relación lineal entre la DOPC y la DPPC, y que para 

ambos grupos de vesículas, el colesterol modifica la posición espectral 

promoviendo una disminución de la polaridad, reflejado como un corrimiento 

del centro a longitudes de onda menores. Sin embargo, el ancho espectral se 

ve modificado en sentido opuesto para las GUVs compuestas de DOPC y 

DPPC. Mientras que para la DOPC existe un ensanchamiento del espectro, lo 

opuesto sucede para la DPPC; es claro que posición y el ancho de la 

DOPC:Chol es diferente a la DPPC:Chol (ver tabla 1.5). Un dato interesante 

radica de observar que pueden observarse saltos discretos de las posiciones 

de los cursores asociados a los centro de intensidad en el gráfico de SP. Esto 

podría ser explicado por la teoría de las cavidades de LAURDAN con diferente 

número de moléculas de agua (Parasassi-2001), identificándose al menos 4 

estados discretos (0, 1, 2 y 3, como DPPC:Chol, DPPC, DOPC:Chol y DOPC). 

Como puede verse, los cursores intermedios entre las fases discretas (L y Lo, 

por ejemplo), muestran pixeles con diferentes proporciones de ambas fases 
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como una combinación lineal estimable. Esto es muy interesante dado que, 

independientemente de la resolución óptica, con el uso de luz polarizada es 

posible ver si existe o no coexistencia de fases y también la combinación lineal 

entre estados discretos de las membranas. 

 Las mezclas binarias de fase gel/liquida cristalina se encuentran en el 

medio entre las posiciones de las fases discretas, pudiéndose detectar la 

presencia de dominios gel (cursor azul) en el caso de las GUVs compuestas de 

DOPC:SM (1:1) y lo que parece ser un grupo de pixeles con combinación lineal 

de L/L (radio 80/20) para la mezlca DOPC:DPPC (1:1). Es posible que el 

efecto de la fotoselección  por la luz polarizada impida ver con claridad los 

dominios, dado el orden que  generan los dominos gel, es imposible poder 

excitar al LAURDAN. Esto se puede ver con mejor claridad en la figura 1.25, 

donde se observan con detalle los dominios gel en vesículas con coexistencia 

de fase gel/liquido cristalina compuestas por DOPC:SM.  

Las mezclas ternarias de DOPC:DPPC:Chol (2:2:1) y DOPC:SM:Chol 

(1:1:1), muestran que se genera una relación lineal entre los cursores que 

señalan las fases Ld/Lo, desapareciendo en parte los pixeles de la fases L y 

L. En los límites de los dominios es posible ver pixeles con diferentes 

proporciones de la combinación lineal entre la fase Ld y Lo, lo que puede 

explicarse como una gran heterogeneidad de la emisión de LAURDAN en estas 

regiones asociado a diferentes entornos de polaridad de la sonda por el estado 

de hidratación. 

Cuando comparamos los resultados con los de luz circularmente 

polarizada, vemos que esta última ofrece algunas ventajas por sobre la luz 

polarizada para identificar los dominios Lo y L. 

Pese a que se cambian sutilmente los centros y anchos de emisión, el 

dato más relevante surge de ver el efecto del colesterol sobre la fase gel. Para 

el primer armónico el colesterol modifica a la inversa el centro espectral de las 

vesículas de DPPC cuando se compara con los resultados de luz polarizada. 

Mientras que para el segundo armónico (el cual tiene mejor resolución axial y 

angular), el cambio en el centro no es tan aparente y solo se observa el cambio 

del centro. En cualquier caso, esto significa que el colesterol está modificando 

la organización de la membrana, promoviendo la desorganización de las 
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mismas con el consiguiente cambio de hidratación, tal como (Ipsen-1987) 

previamente describió. La incongruencia entre los resultados de microscopia y 

cubeta para este caso particular puede deberse a la incapacidad de discriminar 

los aspectos espacial que la microscopia otorga, y que para el caso de la 

cubeta básicamente son la sumatoria de todos los estados. 

Tanto para el caso de las mezclas binarias (DOPC:SM) como ternarias 

(DOPC:DPPC:Chol y DOPC:SM:Chol), vemos que los limites de los dominios 

Lo o L poseen regiones de pixeles con LAURDAN emitiendo desde una 

fracción parcial de los estados discretos. Resulta interesante destacar que los 

dominios Lo de las vesículas compuestas DOPC:SM:Chol poseen una 

combinación de pixeles asociados al cursor violeta y azul, demostrando al 

menos dos entornos de polaridad para la sonda. Esto puede deberse a que el 

entorno del LAURDAN en esta mezcla tiene alguna peculiaridad dado el tipo de 

enlace amida que los esfingolípidos poseen, modificando las propiedades del 

entorno del LAURDAN y cambiando las propiedades dinámicas del sistema 

(Bagatolli-2013). 

Finalmente, la reconstitución 3D de las máscaras generadas a partir de 

tomar imágenes en la sección z de una vesícula, permite su composición y 

análisis en la tercera dimensión. En el ejemplo de la figura 1.27, podemos ver 

la cara interna y externa de una GUV, observándose un buena correlación 

espacial.  

Las ventajas de los SP con resolución espacial por sobre las medidas en 

cubeta son relacionadas con la posibilidad de estudiar certeramente la pureza 

de las fases discretas y los límites entre las mismas, permitiendo un estudio 

exhaustivo de los aspectos supramoleculares de la organización de las 

membranas.  

 

. 
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Capítulo 2: Efectos del Sevoflurano 
sobre el pulmón in vivo, ex vivo e in 
vitro. 

Efecto del sevoflurano sobre la función pulmonar y el metabolismo del 

surfactante pulmonar. 

 

La anestesia inhalatoria fue introducida hacia mediados del siglo XVII, 

donde el éter (sintetizado mucho antes por Ramón Llull) fue nebulizado para 

extirpar un tumor de cuello sin dolor. Sin embargo no fue hasta principios del 

1900,  que Meyer y Overton, de manera independiente propusieron la teoría de 

los narcóticos (Mayer-1899, Overton-1901). Esta predice que la potencia 

anestésica está relacionada con la constante de reparto que el anestésico tiene 

en una mezcla agua/aceite de oliva. 

A diferencia de los primeros solventes utilizados como anestésicos (éter, 

cloroformo, ciclopropano, metoxiflurano (ver figura 22 donde se detallan los 

diferentes anestésicos), los anestésicos modernos son moléculas orgánicas no 

inflamables y con menor toxicidad para el organismo. El primer anestésico 

volátil no inflamable fue el halotano (ver figura 22), el cual se usó a partir de la 

década del 50  y se dejó de utilizar hacia la década del 90 dado su hepato-

toxicidad. Más recientemente, el isoflurano (1971) y sevoflurano (1990)  (cuyas 

estructuras orgánicas son: metil-etil-éter y metil-isopropil-éter, respectivamente) 

son ampliamente utilizados en el mantenimiento e inducción de la anestesia, en 

el caso del sevoflurano dado su baja irritabilidad de la vía aérea y agradable 

olor. 

El coeficiente de partición en sangre/gas del sevoflurano es 

relativamente bajo, mientras que su constante de reparto en aceite/gas 

reportada es de 47 (Strum-1987), lo que lo hace muy buen candidato para 

inducir y revertir la anestesia con facilidad (aproximadamente 0.69), lo que se 

denota con la elevada CAM (Concentración alveolar mínima para pérdida del 

reflejo de dolor en el 50% de los pacientes) necesaria para inducir la anestesia 

(aproximadamente 2 %).  
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Esta elevada constante de reparto en aceite hace estimar que la 

constate de reparto en membranas celulares y también en el surfactante 

pulmonar, sea aproximadamente 10 (cinco veces menor), por lo cual se espera 

encontrar una alta concentración de los anestésicos inhalatorios en las 

membranas del surfactante pulmonar durante la anestesia (valores estimados 

de las tablas de Feirestone-1986). 

Los anestésicos generales pueden producir diferentes grados de 

hipoxemia en el pos-operatorio inmediato (ver datos de introducción), lo cual  

ha sido explicado por diferentes efectos que los anestésicos pueden producir 

sobre la función pulmonar. Particularmente, Magnusson propone que la 

compresión del tejido pulmonar, reabsorción de gases ydeterioro de la función 

del surfactante, podrían explicar esta afectación de la función pulmonar 

(Magnusson-2003). 

Nuestro trabajo se inicia en la década del 90 con las primeras 

observaciones del grupo del Prof. Píriz sobre la aparición de atelectacias en 

partes declives del pulmón durante la anestesia general con agentes 

inhalatorios (ver figura 22). 
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Figura 2.1: Tomografía computarizada (CT) de paciente durante la anestesia general. A-

C) imagen representativa de CT de un paciente durante la anestesia general a 0, 10 minutos y 

3 horas pos-anestesia, respectivamente. Con las flechas amarillas se denota la aparición de 

atelectacias en la parte dorsal del pulmón. D) Resultados de los valores de PaO2 para 

15pacientes, puede observarse una disminución significativa en los valores de PaO2 para 11 

de los 15 pacientes. Resultados no publicados Píriz-1990. 

 

Es interesante destacar que estos resultados no publicados del grupo 

del Dr. Príriz son anteriores a los publicados posteriormente por el grupo del Dr. 

Moller en 1991. En ambos casos se observa que la anestesia genera colapso 

alveolar (atelectacias) en las porciones dorsales del pulmón para tiempos 

posteriores a 10 minutos de inducción de la anestesia, produciendo una caída 

promedio de la hipoxemia de 15-20% para la mayoría de los pacientes (Moller-

1991). 

Posteriormente, Reta y colaboradores (Reta-2000) demostaron que la 

anestesia con halotano altera la mecánica pulmonar estudiada por la técnica de 

oclusión al final de la inspiración (Bates-1985), promoviendo el aumento de la 

elastancia estática y del componente viscoelástico del pulmón, con disminución 
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del componente viscoso, cuando se los compara con un grupo de ratas  control 

anestesiado con pentobarbital sódico (Reta-2000). La histología del pulmón de 

estos animales mostró la existencia de microatelectasias, lo que se asocia a 

presión viscoelástica pulmonar. En este trabajo se relaciona por primera vez la 

posible vinculación entre estos resultados y la función/biosíntesis del 

surfactante pulmonar como mecanismo de afectación primaria. Resultados 

similares fueron encontrados posteriormente para el sevoflurano por (Correa-

2001). 

Molliex y colaboradores demostraron que la exposición por 4 h a halotano 

en cultivos primarios de N-II disminuye la biosíntesis de surfactante pulmonar y 

depleciona los niveles de ATP (Molliex-1994). Además, inhibe el transporte de 

sodio in vitro (Molliex-1998), lo que se relacionó con una caída del clearance de 

fluido a nivel del tejido alveolar (Rezaiguia‐Delclaux-1998). Esto podría estar 

relacionado con una afectación directa de la Na,K‐ATPasa (Molliex-1998), así 

como de la regulación génica de la endotelina-1 (Sakamoto-2005), el cual es un 

potente vasoconstrictor que ha demostrado poder afectar la reabasorción de 

fluido alveolar (Comellas-2009).  

Pese a no identificarse afectaciones estructurales por el uso de sevoflurano 

en células alveolares (Takala-2002), se han podido reportar  incrementos en los 

niveles pro-inflamatorios a nivel sistémico (Kotani-1999, Takala-2004, 

Sakamoto-2005, Kelimeris-2011). Recientemente, se ha reportado que el 

sevoflurano en combinación con nucleótidos de adenosina pueden provocar la 

muerte celular por piroptosis dependiente de caspasa-1 a partir de la 

modulación en la producción de especies reactivas del oxigeno (Jin-2013). 

La vinculación entre los efectos de los anestésicos sobre la función 

pulmonar y la actividad tensoactiva fueron postulados originalmente por 

(Morr‐Strathmann-1977) y más recientemente revisados por (Enhorning-1986), 

demostrando que a concentraciones elevadas, los anestésicos (en este trabajo 

muchos de ellos fueron solventes, a excepción del halotano) afectaban de 

manera reversible al capacidad tensoactiva del surfactante pulmonar. 

Basado en la bibliografía existente y los antecedentes de nuestro grupo, 

nos planteamos estudiar los efectos de un anestésico de uso rutinario en la 

práctica clínica (sevoflurano) sobre las propiedades mecánicas, estructurales y 

funcionales  del pulmón de ratas ventiladas durante 30 minutos. El corto 
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periodo de ventilación ha demostrado no afectar la función celular y estructural 

del pulmón impidiendo que se sumen mecanismos a los del objetivo de estudio. 

Por último, se analiza la bioquímica del lavado bronquiolaveolar, cuantificando 

los componentes mayoritarios del surfactante pulmonar y evaluando los efectos 

in vitro del sevoflurano sobre una mezcla sintética de fosfolípidos que remeda 

la composición del surfactante pulmonar, a partir de donde se postula un 

mecanismo de afectación del surfactante pulmonar durante la anestesia con 

ventilación mecánica. 

A continuación se presenta un grupo de resultados que han sido publicados 

en la revista Pulmonary Pharmacology and Therapeutics en el número 28, 

Issue 2, August 2014, Pages 122–129, titulada: 

Sevoflurane anesthesia deteriorates pulmonary surfactant promoting 

alveolar collapse in male Sprague–Dawley rats 

Leonel Malacrida,Germán Reta,Héctor Piriz,Fabiana Rocchiccioli,Horacio 

Botti, Ana Denicola,Arturo Briva 

http://dx.doi.org/10.1016/j.pupt.2013.12.005 
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Resultados 
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Discusión: 

Para iniciar la discusión sería importante primero discutir en detalle el 

diseño experimental a manera de poder explicar los alcances de cada grupo de 

animales y los objetivos de los mismos. 

De manera randomizada se separaron animales en cuatro grupos como 

se detalla en la sección de diseño experimental (2.2).  En el grupo 1, los 

animales fueron anestesiados con pentobarbital intraperitoneal  y se ventilaron 

por 30 minutos; en el grupo 2 los animales fueron anestesiados con 

sevoflurano y ventilados por el mismo periodo de tiempo; a los  animales del 

grupo 3  previo a ser anestesiados y ventilados tal como en grupo 1 se les 

administró una dosis intra-peritoneal de colchicina (0.25 mg/100g de peso 

corporal)15 horas  antes del experimento; por último, el grupo 4 fue 

anestesiado con pentobarbital intraperitoneal pero no fue ventilado. 

El grupo 1 ya ha sido reportado como grupo control por otros autores 

(Reta-2000, Correa-2001), dado que la anestesia con pentobarbital cuando se 

compara con denervación, muestra que no tiene efectos sobre la histología 

pulmonar. Por otro lado, se incluye el grupo 4 (sin ventilación mecánica) debido 

al reportado efecto que tiene la distención pulmonar sobre la secreción del 

surfactante pulmonar (Savov-1999), por lo cual es necesario evaluar este 

efecto. Cabe destacar que también previamente se ha demostrado que la 

ventilación con volumen corriente bajo y sin PEEP (Presión al final de la 

Espiración), no afecta la histología pulmonar (Reta-2000). Por lo cual, el grupo 

1 se utiliza como control para la anestesia y se compara con los respectivos 

grupos 2 y 3. Sin embargo, el grupo 3 tiene como objetivo discriminar la 

potencialidad del sevoflurano para afectar la  biosíntesis y/o turnover del 

surfactante pulmonar. La colchicina es un disruptor de la polimerización de los 

microtúbulos, por lo cual inhibe el transporte de vesículas intracelulares y con 

esto la secreción y re-captación del surfactante pulmonar (Corbet-1988, 

Andreeva-2007). Además, compromete la reabsorción de fluido alveolar a 

través de la inhibición del transporte de la Na,K‐ATPasa, promoviendo la 

aparición de edema pulmonar (Saldias-1999). Este grupo entonces intenta 

evaluar los efectos deletéreos de los anestésicos sobre dos importantes 
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procesos en la función pulmonar: biosíntesis del surfactante y  reabsorción de 

líquido alveolar (Molliex-1994; Rezaiguia‐Delclaux-1998).  

La tabla 1 muestra los resultados de la mecánica ventilatoria para los 

tres grupos ventilados. El sevoflurano mostró una disminución de la 

complacencia con incremento de la presión viscoelástica y de la elastancia 

estática y dinámica del componente pulmonar. Esto se asocia a un mayor 

trabajo para la distención pulmonar, el cual parece ser exclusivo del tejido 

pulmonar dado que la fracción torácica no presenta modificaciones. Los 

animales tratados con colchicina muestran disminución de la complicencia 

respiratoria asociada predominantemente a los componentes no tisulares 

(pared torácica). Por lo cual, la rigidez del tejido pulmonar y la alteración de la 

disipación de energía de los componentes viscoelásticos, sin cambios en la 

disipación de la presión resistiva, pueden explicarse por cambios en la 

estabilidad alveolar tal como se propusiera anteriormente por (Reta-2000).  

La histología pulmonar soporta estos resultados (figura 2), dado que el 

grupo que fue expuesto a la anestesia con sevoflurano (grupo 2) mostró un 

aumento del colapso alveolar y engrosamiento de tabiques cuando se compara 

con el grupo control (grupo 1). Un dato interesante resulta de confrontar los 

perfiles de colapso y engrosamiento de tabique entre el grupo 2 y 3. El grupo 

que recibió colchicina muestra un mayor nivel de colapso alveolar y 

engrosamiento de tabique que el grupo control, pero cuando se compara con el 

grupo sevoflurano, vemos que el grupo que recibió colchicina, pese a mostrar 

mayor engrosamiento de tabique, tiene menor colapso que el grupo con 

sevoflurano. 

El engrosamiento de los tabiques puede deberse en parte a la aparición 

de edema pulmonar debido a la afectaciónen la reabsorción de fluido alveolar 

previamente descripta (Saldias-1999), sin embargo el colapso alveolar debería 

de estar asociado a una inestabilidad alveolar por incapacidad del surfactante 

pulmonar. 

Cuando analizamos los resultados de la reabsorción de fluido alveolar 

(figura 3), podemos ver que el sevoflurano no altera el clearance y la barrera 

alveolo-capilar cuando se compara con el grupo control. Esto resulta 

interesante dado que si ha sido reportado para el halotano y el isoflurano 

(Rezaiguia-Delclaux-1998). Por otro lado,  los animales que fueron tratados con 
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colchicina muestran una significativa disminución de la reabsorción del fluido 

alveolar. Estos resultados permiten demostrar que el engrosamiento de tabique 

del grupo con sevoflurano no es debido a la presencia de edema. 

El perfil fosfolipídico y proteico del surfactante pulmonar de ratas 

anestesiadas con sevoflurano y ventiladas durante 30 minutos mostró un 

patrón diferencial cuando se compara con el grupo control (grupo 1). 

Particularmente, se identifica una caída en la concentración de fosfolípidos 

totales y específicamente de la fosfatidilcolina (PC) (tabla 2). Como hemos 

discutido en la introducción, este fosfolípido reúne al menos el 80 % en peso 

del total de componentes del surfactante pulmonar, por lo cual éste parece ser 

un dato muy relevante que soporta la aparición de colapso alveolar y alteración 

de la mecánica ventilatoria. Pero algo aun más importante es el incremento en 

los niveles de liso-fosfatidilcolina (Liso-PC) por la anestesia con sevoflurano y  

ventilación mecánica. Este fosfolípido tiene actividad detergente e inhibe la 

capacidad tensoactiva del surfactante pulmonar normal en proporciones muy 

bajas (Fornasier-1997; Biswas-2007). Su efecto se encuentra asociado a la 

forma específica del mismo (ver figura 5) la cual promueve la formación de 

estructuras no lamelares (cúbicas y micelas), inhibiendo la capacidad de 

absorción y compresión del surfactante pulmonar (Biswas-2007, Mouritsen-

2011). Por lo tanto es posible plantear que el anestésico podría inducir la 

disminución en la síntesis y/o secreción del surfactante pulmonar (Yang-2001), 

así como la acumulación de liso-PC por afectación en el turnover  (Corbet-

1988) y/o aumento de los procesos degradatívos (Arbibe-1998). Motivo por el 

cual pensamos que el grupo con colchicina permitiría discriminar en parte los 

mecanismos.  

Los animales tratados con colchicina muestran un claro perfil de arresto 

celular, con bajos niveles de fosfolípidos totales así como de proteínas en el 

lavado bronquioalveolar (tabla 2). Mirando en detalle la composición del perfil 

fosfolipídico vemos que este grupo tiene una disminución de todos los 

fosfolípidos medidos (neutros y aniónicos), así como un incremento en los 

niveles de liso-PC por más de dos veces cuando se compara con el grupo 

control y 1.5 veces más que el grupo con sevoflurano. Estos resultados en 

parte dejan de lado la hipótesis de afectación de la secreción del surfactante 

pulmonar por el sevoflurano y abren un nuevo debate asociado a que el grupo 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -142 
 

colchicina, pese a la gran acumulación de liso-PC muestra menor colapso 

alveolar que el grupo con sevoflurano. Esto hace pensar que el colapso 

presente en los animales anestesiados con sevoflurano además de deberse a 

la acumulación de la liso-PC debería ser explicado por un segundo mecanismo 

de inhibición. Resulta interesante destacar que el grupo 4 (anestesiado con 

pentobarbital, sin ventilación mecánica) no mostró diferencias significativas en 

el perfil de surfactante pulmonar cuando se compara con el grupo control 

ventilado (grupo 1), lo cual muestra que no vemos ningún efecto por la 

ventilación mecánica. 

Como discutimos en la introducción, los anestésicos halogenados son 

moléculas lipofílicas con constante de reparto relativamente alta para las 

membranas celulares. Resulta interesante en la discusión del proceso de 

anestesia inhalatoria el análisis de la difusión de gases y vapores de gases en 

una interfase aire/agua (Wüstneck-2007). Mientras los primeros no tienen 

restricciones en la difusión (N2O y Xe) y no se adsorben en la interfase 

(denotando que atraviesan la interfase sin ninguna restricción termodinámica), 

los gases (vapores) anestésico se adsorben en la interfase y difunden 

lentamente a la fracción acuosa (sevoflurane, isoflurane, halotano, cloroformo y 

dietieter, ordenados de menor a mayor coeficiente de disolución, 0,66 a 10.99 

cm2/s). Este proceso se debe en parte al costo termodinámico de hidratar 

moléculas hidrofóbicas en entornos polares. Esto significa que de no existir el 

surfactante pulmonar en la interfase e hipofase alveolar es probable que no 

existiera la anestesia inhalatoria dado los bajos coeficientes de difusión y 

disolución que los anestésicos tienen. 

Con esto en mente y los antecedentes de (Enhorning-1986), es posible 

plantear que el mecanismo más significativo en la inhibición del surfactante 

pulmonar como evento clave en la promoción de colapso alveolar y afectación 

del intercambio gaseoso es la interacción directa de los anestésicos en las 

membranas del surfactante pulmonar. 

Evaluamos entonces los efectos del sevoflurano en dosis de inducción y 

mantenimiento en la microviscosidad de vesículas unilamelares grandes 

(LUVs) por espectroscopia de fluorescencia (figura 4). La anisotropía de las 

mezclas lipídicas con una composición que remeda al surfactante pulmonar, 

mostraron que el sevoflurano modifica la coexistencia Lo/Ld, promoviendo la 
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desaparición de las fases Lo y la formación de fases Ld, lo cual se asocia con 

peor capacidad tensoactiva del surfactante pulmonar (Bernardino de la Serna-

2004). 

Finalmente podemos resumir que los resultados antes presentados 

permiten explicar en parte los efectos de los anestésicos sobre la mecánica e 

histología pulmonar por una afectación en la composición y funcionalidad del 

surfactante pulmonar (ver figura 5). Esto debería estar asociado primariamente 

a una inhibición de su capacidad tensoactiva por una afectación biofísica 

directa (asociado a la alteración en la coexistencia de fases Lo/Ld), lo que 

determina el colapso alveolar,  y que la ventilación mecánica agrava 

provocando acumulación de liso-PC (Naz-2012). 
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Capítulo 3: Efecto del sevoflurano 
sobre la funcionalidad y estructura 
del surfactante pulmonar 

Como se detalló en la Introducción, existe escasa bibliografía que se 

encuentre relacionada al estudio de los efectos de los anestésicos inhalatorios 

sobre la estructura y funcionalidad del surfactante pulmonar. En nuestro 

conocimiento, Miller y colaboradores (Miller-1967) fueron los primeros en 

estudiar la estabilidad tensoactiva de extractos lipídicos de biopsias 

pulmonares  de pacientes en cirugía que recibían gases anestésicos (dietiléter 

o halotano). En este trabajo, con la clásica balanza de Langmuir, estudiaron las 

tensiones máximas y mínimas durante la compresión dinámica, así como un 

índice de estabilidad (calculado como el cambio en la tensión/la tensión media, 

 = 2(max- min)/(max+ min)). No se demostró ningún cambio significativo para 

los parámetros estudiados en las muestras de pulmón provenientes de las 

biopsias de pacientes en anestesia. Sin embargo, resulta claro que la 

metodología utilizada para la extracción del surfactante pulmonar no es la más 

adecuada y por otro lado un enmascaramiento de los resultados puede ser 

considerado dado que las muestras de agente tensoactivo poseían una mezcla 

de lípidos de surfactante y de tejido pulmonar. Además, no fue considerado el 

proceso de eliminación de los gases durante el de procesamiento de las 

muestras. Unos años más tarde, Woo y colaboradores basados en estudios de 

curvas presión volumen (y la reducción del volumen máximo pulmonar, %MLV) 

de pulmones aislados de perros con % creciente de anestésico, proponen que 

el efecto sobre la mecánica y función pulmonar es debido a la afectación del 

surfactante pulmonar. En este trabajo se observó que el %MLV con una presión 

transpulmonar de 10 cm H2O, era dependiente de la concentración de 

anestésico, mostrando una reducción para los anestésicos estudiados (Woo-

1969). Un resultado interesante del trabajo, es que los efectos se revertían 

luego de mantener los pulmones 30 min a 37ºC sin la anestesia.  

Pattle y colaboradores (Pattle-1972), usando el método de la estabilidad 

de la burbuja (estabilidad de burbujas en una solución con agente tensoactivo 
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en el tiempo, método cualitativo usado en la práctica clínica para medir 

madurez fetal en el nacimiento) demostraron que existía una caída en la 

estabilidad de las burbujas cuando se incluían vapores de éter, cloroformo y 

halotano. Sin embargo, las concentraciones de gases utilizadas eran mayores 

a las utilizadas en la clínica.  

En el mismo año Stanley y colaboradores (Stanley-1972) usando una 

versión modificada de la balanza de Langmuir-Wilhelmy, estudian la tensión 

superficial de las secreciones traqueo-bronquiales obtenidas de pacientes en 

cirugía previo y posterior a la anestesia general (halotano, ciclopropano y oxido 

nitroso). Identifican un aumento de la tensión mínima para las secreciones 

expuestas a halotano y ciclopropano, pero no para las que estuvieron 

expuestas a óxido nitroso. Esto es discutido en el contexto de la solubilidad en 

grasas de los anestésicos, el halotano y ciclopropano (solubilidad en 

grasa/sangre 60 y 14.7, respectivamente) tienen un alto coeficiente de reparto 

lo que determina una gran acumulación de los anestésicos en la membranas 

del surfactante pulmonar, mientras  la solubilidad para el óxido nitroso es 

aproximadamente 2.3 (Stanley-1972). 

Con un elegante diseño experimental Enhorning y colaboradores 

demuestran por primera vez el efecto directo in vitro de vapores de solventes 

sobre la tesoactividad de surfactante pulmonar proveniente de lavado 

bronquioalveolar de conejos. Se demuestra que con la vaporización en el aire 

de la burbuja pulsátil de halotano y enfluano, la tensión mínima del surfactante 

pulmonar se incremente de 0 a 20 mN/m, y esto es revertido cuando el gas  en 

la burbuja es remplazado por aire atmosférico (Enhorning-1989).  Sin embargo, 

es discutida la relevancia en los usos clínicos dado que los porcentajes 

necesarios para ver efecto son elevados (no encontrando cambios en el índice 

de estabilidad para % de halotano menores al 20%). 

Finalmente Tobin y colaboradores (Tobin-2001) en una detallada revisión 

abordan el problema, revisando algunos de los resultados antes mencionados y 

valiéndose de la comparación de resultados in vitro de varios autores con 

membranas modelo (DPPC, DMPC, DPPC:Chol, entre otras) y diferentes 

anestésicos.  

Es claro que los anestésicos inhalatorios deben de atravesar la barrera 

alvéolo-capilar para producir la anestesia, y como discutimos anteriormente, 
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esto depende en gran medida de la presencia de los lípidos en la interfase 

alveolar. Sin embargo, los efectos sobre la funcionalidad y estructura 

supramolecular del surfactante pulmonar siguen siendo inexplorados.  

El advenimiento de nuevas tecnologías en el área de la biofísica de 

membranas permite reabordar el problema con modernas aproximaciones que 

incluyen nuevos equipamientos para estudiar aspectos tensoactivos del 

surfactante pulmonar, así como aspectos estructurales y fisicoquímicos de las 

membranas por espectroscopia o microscopia confocal de fluorescencia.  

Planteamos entonces un abordaje biofisicoquímico para estudiar los 

efectos del sevoflurano sobre las propiedades tensoactivas, termodinámicas y 

estructurales del surfactante pulmonar in vitro. 

Los resultados de esta sección fueron obtenidos, en parte, a través de 

una pasantía de un mes por el Departamento de Bioquímica y Biología 

Molecular I de la Universidad complutense de Madrid-España, con apoyo de la 

Agencia Nacional de Investigación e Innovación en su programa de Movilidad 

Académica (proyecto nº BE_MOV_2010_1913). Los experimentos fueron 

realizados en colaboración con los grupos de los Dres. Cristina Casals y Jesús 

Pérez-Gil. 

Los estudios con espectroscopia de fluorescencia y microscopía 

confocal fueron obtenidos en el Institut Pasteur de Montevideo, en la unidad de 

Bioquímica y Proteómicas Analíticas que dirigen los Dres. Rosario Duran y 

Carlos Batthyanny (ensayos de fluorescencia), y con el Dr. Pablo Aguilar, 

director del Laboratorio de Biología Celular de Membranas (microscopía 

confocal). Para la realización de esta colaboración se recibió apoyo de 

PEDECIBA en su programa Pasantías locales (2012). 
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Resultados: 

Estudios tensoactivos del surfactante pulmonar expuesto al 

sevoflurano: experimentos en surfactómetro de burbuja cautiva y 

balanza de Wilhelmy. 

 

El análisis del comportamiento tensoactivo de SP nativo (SPN) del 

lavado bronquioalveolar de cerdo, se realizó en Surfactómetro de Burbuja 

Captiva (CBS) (por detalles de la técnica referirse a la sección materiales y 

métodos). 

 En la figura 3.1A  y tabla 3.1 se muestran las cinéticas de adsorción 

inicial y adsorción post-expansión del surfactante pulmonar nativo (SPN, 100-

150nl con una concentración 10 mg/ml) a la interfase de una burbuja de aire 

en buffer Hepes 5 mM, pH 7.01, 150 mM NaCl, 10% glucosa. Para incluir el 

anestésico en el sistema se utilizó como estrategia la volatilización del 

sevoflurano en la interfase aire/agua de la burbuja previamente formada (esto 

es posible debido la elevada presión de vapor del sevoflurano a 37ºC  317 

mmHg, el volumen aproximado de burbuja fue de 0.04 cm3). Se cargó un 

volumen aproximado de 80-100 nl de sevoflurano puro (concentración 

aproximada de stock 7.56 M), generando un cambio de volumen en la burbuja 

de  0.033 cm3 y un valor medio de tensión superficial de 35-40mN/m (los 

moles administrados pueden calcularse a partir delcambio de volumen, la 

presión del sistema y la temperatura como n=PV/RT, 1.3 moles). Si se 

administra el surfactante pulmonar en primer lugar, resulta imposible poder 

cargar el anestésico, el cual queda en la hipofase y en este caso no se registró 

ningún efecto funcional. 

Al incluir el surfactante pulmonar, la tensión estable pos-adsorción (AI) 

del sistema cambia de 60-70 mN/m (buffer) a 22.5 mN/m (ver tabla 3.1). Los 

valores de tensión estable pos-adsorción (AI) y pos-expansión (APE) para los 

experimentos con sevoflurano no fueron significativamente diferentes cuando 

se comparan con el grupo control (ver tabla 3.1).  

Durante los ciclos Q-estáticos, el sistema se comprime un 20% del 

volumen inicial y se permite la relajación por 1 segundo de la burbuja antes de 
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volver a comprimir nuevamente un 20% del volumen, y se continúa 

comprimiendo hasta alcanzar el valor mínimo de tensión.  

 

 

En la figura  3.3A se puede observar los ciclos Q-estáticos del SPN sin y 

con sevoflurano, el SPN muestra un retardo en la respuesta inicial a la 

compresión y luego del segundo ciclo logra alcanzar la tensión mínima con 

niveles de compresión cercanos al 30% del volumen original. La max y min se 

pueden ver en la tabla 3.1, encontrándose dentro de los valores reportados 

 
Tabla 3.1: Resultados de valores tensoactivos del surfactante pulmonar nativo  con/sin 

sevoflurano.  Tensión inicial pos-adsorción (AI), tensión inicial pos-expansión (APE), tensión 

máxima (max) y mínima (min) en ciclos Q-Estáticos, índice de estabilidad ( ). 
 

        Q-Estc1                              Q-Estc4                              Q-Estmed 

 AI
 

APE
 max min max min max min  

SPN 
22.62± 

0.45 
23.33± 

0.14 
24.72± 

0.33 
5.57± 
0.42 

25.12± 
0.56 

1.38± 
0.53 

24.92± 
0.73 

1.38± 
0.83 

1.51± 
0.09 

SPN+Sevo 
19.62± 

0.71 
22.0± 
0.97 

22.28± 
0.56* 

18.57± 
0.56** 

22.56± 
0.73* 

18.64± 
0.65** 

22.42± 
0.73 

18.60± 
0.60** 

0.19± 
0.01** 


Calculado como 2(max- min)/(max+ min)) 

Los datos se expresan como media ± ES 

* p0.05 

** p0.01 

A)                                                                                B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Ensayo de adsorción inicial y pos-expansión de surfactante pulmonar nativo 

(SPN) de cerdo sin y con sevoflurano. A) Gráfico representativo de la adsorción inicial del 

SPN sin anestésico (negro) y con sevoflurano (azul). B) Gráfico representativo de la adsorción 

pos-expansión del SPN sin anestésico (negro) y con sevoflurano (azul). Resultados de 3 

experimentos independientes. 
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anteriormente para el SPN (López-Rodrigez-2011). Cuando se incluye 

sevoflurano en el sistema, se puede observar que la min de los ciclos 

analizados (1, 4 y promedio de los 4 ciclos) son significativamente diferentes al 

control, mientras que la max es significativamente diferente para los ciclos 1 y 4 

pero no para el promedio. Se calculó el índice de estabilidad para las dos 

situaciones estudiadas, identificándose una caída del índice de casi un orden 

de magnitud por la inclusión del sevoflurano (ver tabla 3.1). 

Es interesante notar que en los experimentos anteriores, pese a 

comprimir la burbuja un 50 % del volumen inicial no se logró disminuir la 

tensión del sistema a valores inferiores a 18 mN/m, esto se puede ver en la 

figura 3.3A y las imágenes tomadas de la burbuja durante el ciclo de 

compresión (figura 3.2). 

 

Figura 3.2: Imágenes representativas del 

CBS de un ciclo de 

compresión/expansión para una burbuja 

sin material tensoactivo (agua), con SPN, 

con SPN+Sevoflurano y sevoflurano sin 

material tensoactivo. 

 

Durante los ciclos dinámicos se pudo observar que el sevoflurano afectó 

la min para todos los ciclos analizados, elevando los valores promedio de 

tensión cercana a 15 mN/m, mientras que max solo se vio afectada para el 

primer ciclo. El índice de estabilidad cayó 3 veces cuando se incluyó 

sevoflurano en el sistema (ver tabla 3.2 y figura 3.3B). 
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A) 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3: Ensayo tensoactivo en CBS con ciclos Q-estáticos y dinámicos de 

surfactante pulmonar nativo (SPN) de cerdo sin y con sevoflurano. A) Gráficos 

representativos de los ciclos Q-estáticos de SPN sin anestésico (gráfico izquierdo) y 

con sevoflurano (gráfico derecho). B) Gráficos representativos de los ciclos dinámicos 

de SPN sin anestésico (gráfico izquierdo) y con sevoflurano (gráfico derecho). 

Resultados de 3 experimentos independientes. En inserto puede verse el ciclo 

registrado. 

 

Usando un plato de Wilhelmy se realizaron cinéticas de adsorción 

interfacial con extracto orgánico de surfactante pulmonar porcino (EO-SP) al 

que se le agregaron concentraciones crecientes de sevoflurano (0.5, 1.5, 5.0; 

relación molar sevoflurano/fosfolípidos). En la figura 3.4 se puede observar 

 
Tabla 3.2: Resultados de valores tensoactivos del surfactante pulmonar nativo sin/con 

sevoflurano.  Tensión máxima (max) y mínima (min) en ciclos dinámicos, índice de estabilidad (

). 
                              SPN                                                              SPN+Sevo 

 max min  max min  
Din1 25.16±0.51 1.61±0.24 1.76±0.23 22.78±0.71* 21.31±2.42** 0.62±0.22** 

Din10 30.76±0.76 1.48±0.17 1.48±0.36 30.89±4.26 16.85±0.63** 0.57±0.11** 

Din20 31.98±0.61 1.48±0.27 1.82±0.21 32.06±4.36 17.57±1.00** 0.57±0.09** 

Dinmed 29.30±1.68 1.52±0.04 1.80±0.02 28.58±3.09 15.58±0.73** 0.58±0.12** 


Calculado como 2(max- min)/(max+ min)) 
Los datos se expresan como media ± ESM 

* p0.05 

** p0.01 
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el resultado de las cinéticas de adsorción de EO-SP porcino, identificándose un 

cambio en la cinética, dosis dependiente, pero sin afectar la tensión máxima 

estable (ver figura 3.4). Es posible ver que la adición de sevoflurano modifica el 

comportamiento bifásico de la adsorción interfacial, incrementando el tiempo y 

la tensión de quiebre de 14 a 16 mN/m. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4: Cinéticas de 

adsorción del EO-SP con 

dosis crecientse de 

sevoflurano. Puede verse 

que la cinética del EO-SP 

tiene un perfil característico 

con un comportamiento 

bifásico, identificándose un 

quiebre en la tensión a 12-

15mN/m. Este valor se vio 

levemente incrementado para 

las muestras con sevoflurano. 

No se observan cambios en 

la tensión máxima. En el 

inserto se grafica la derivada 

primera del gráfico de cinética de adsorción en función del tiempo (d/dt) y se realiza un ajuste 

de LogNormal para identificar el centro del corrimiento en el punto de quiebre de la cinética de 

adsorción. Imágenes representativas de tres experimentos independientes. 
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Estudios estructurales y termodinámicos del surfactante pulmonar 

expuesto al sevoflurano: una aproximación espectroscópica y por 

calorimetría diferencial de barrido (DSC). 
 

Se analizó el comportamiento termodinámico del EO-SP expuesto a 

concentraciones crecientes de Sevoflurano, para lo cual se realizó calorimetría 

diferencial de barrido de vesículas multilamelares (MLVs) de EO-SP. En la  

figura 3.5 se pueden observar los termogramas de EO-SP y el efecto del 

anestésico para un rango de concentración entre 0.5 y 10 mM (0.5 a 10 radio 

molar sevoflurano/fosfolípidos). 

 Se puede observar que el surfactante nativo tiene una ancha transición 

de fase (baja cooperatividad) y una temperatura de fusión (Tm) cercana a 32 

°C. La adición de sevoflurano disminuye la entalpía, Tm y T1/2 del EO-SP, los 

tres parámetros indican una disminución de la energía necesaria para llevar 

adelante la transición de fases Lo/Ld descripta para el surfactante pulmonar (de  

 

Figura 3.5: Estudio termodinámico de los efectos de sevoflurano sobre MLVs EO-SP. a) 

Termogramas de MLVs de EO-SP con dosis creciente de Sevoflurano. b) Parámetros 

termodinámicos de la transición de fase (H: Entalpía de Transición; Tm: Temperatura de 

melting; T1/2: Cooperatividad de Transición). c) Deconvoluciones de termogramas. Los datos se 

expresan como media ± ES 
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la Serna-2004). En la figura 3.5C se procedió a realizar una deconvolución de 

los termogramas, identificándose una desaparición gradual de los componentes 

de alta Tm y la estabilización de componentes de baja Tm. 

 Se observa una caída en la transición de fases en el entorno de 1-3°C, lo 

cual es lo previsto según la teoría de depresión del punto de congelamiento. A 

continuación se calcularon los valores teóricos y experimentales del punto de 

congelamiento (Tm, según Heimburg-Jackson-2007). Antes de analizar los 

resultados, resulta relevante puntualizar algunos conceptos sobre los cálculos 

de Tm. La concentración efectiva de anestésicos en membranas está dada 

por el coeficiente de reparto con el agua. Desafortunadamente no se encuentra 

reportado el coeficiente de reparto para el sevoflurano en las membranas del 

surfactante pulmonar y pese al esfuerzo dedicado por nuestro grupo, tampoco 

ha sido posible determinarlo hasta el momento. La manera clásica de medida 

de coeficiente de reparto de estos gases es por cromatografía de gases con 

inyección de la fracción gaseosa con una jeringa gas-tight. Al no contar con un 

sistema de cromatografía de gases con un dispositivo capaz de aceptar 

muestras de fracción gaseosa, hemos intentado resolver el problema con dos 

alternativas experimentales: 1) espectroscopia IR para los estados 

vibracionales del sevoflurano y 2) cromatografía liquida de alta presión (HPLC). 

La primera opción no fue posible dado que en agua, las señales del 

sevoflurano son demasiado pequeñas y el peso de la señal del agua hace 

imposible su determinación. Mientras que por HPLC, aunque seguimos 

trabajando para resolver el problema, la mayor dificultad radica en poder 

cuantificar las pequeñas concentraciones en el agua, por debajo de los límites 

de sensibilidad de nuestra instrumentación. 

Sin embargo, se encuentra determinado experimentalmente el 

coeficiente de reparto para el sevoflurano en sangre/gas, solución salina/gas y 

aceite/gas (0.69, 0.37 y 47.2, respectivamente) (Strum-1987). Estos valores se 

encuentran en bastante buena concordancia a los cálculos teóricos disponibles 

en DrugBank (http://www.drugbank.ca/), LogP 2.4 en octanol/agua. Y es 

posible estimar el LogP para membranas con colesterol a partir de las tablas de 

(Firestone-1986), donde para membranas de PC con colesterol se predice un 

Ln(P)= 2.21-ln(ED50). Para el sevoflurano el ED50 reportado es 2.1%(Nickalls-

http://www.drugbank.ca/
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2003), por lo cual el ln(P)1.47, aproximadamente la mitad de los valores en 

octanol/agua. 

La concentración de anestésico en membrana es igual a 

P*Sevoflurano, siendo P el coeficiente de partición y Sevoflurano la 

concentración en la fracción acuosa (aproximadamente para nuestro rango de 

trabajo 0.01-0.2 mol/L). Mientras que para determinar la fracción molar de 

anestésico en la membrana primero tenemos que considerar el volumen de un 

mol de fosfolípido (para la DPPC es alrededor de 0.734 L, asumiendo una 

densidad de 1g/cm3). Entonces tenemos que el rango de fracción molar de 

anestésico en membrana para nuestros experimentos esxA 0.00734-0.1468. 

Con estos números en mente podemos calcular la Tm = -(RTm2/H)*xA (ver 

detalles en la introducción, sección 2.2.6). La entalpía para la transición de 

DPPC es 35000 J/mol y la Tm  314 K (Marsh-2013). 

Los resultados teóricos para el Tm de la DPPC son los esperados para 

las concentraciones de uso crítico en la clínica, siendo la concentración 1.5 mM 

la Tm empírica para la ED50 del sevoflurano (-0.52 K). 

 

 Sin embargo, cuando analizamos los resultados de Tm de la mezcla de 

EO-SP, los valores son anormalmente elevados, cuando los resultados 

experimentales de Tm se encuentran dentro del rango esperado para la dosis 

crítica del sevoflurano. 

 
Tabla 3.3: Cálculos teóricos y experimentales de la depresión del punto de 

congelamiento (Tm).  
                                    DPPC                                                        EO-SP 

AW AM xA Tm xA Tm 

0.0005 0.01 0.0073 -0.17 0.0068 -0.88 
0.0015 0.03 0.0220 -0.52 0.0205 -2.64 
0.003 0.06 0.0440 -1.03 0.0410 -5.28 
0.005 0.1 0.0734 -1.72 0.0684 -8.80 
0.01 0.2 0.1468 -3.44 0.1368 -17.60 

AW y AM en mol/L yTm en ºK 
Tm* experimental 

HDPPC35000 J/mol 

HEO-SP6000 J/mol 

TmDPPC314 J/mol 

TmEO-SP304.7 J/mol 

VolDPPC0.734 L 

VolEO-SP0.685 L (calculado a partir de las proporciones molares de los lípidos mayoritarios del surfactante 
pulmonar, DPPC:POPC:Colesterol) 
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 Finalmente nos abocamos al estudio de la micro-viscosidad e hidratación 

de MLVs reconstituidas de EO-SP cuando son expuestas al sevoflurano. Para 

esto utilizamos dos sondas fluorescentes que permiten estudiar los parámetros 

fisicoquímicos antes mencionados, estas son el difenilhexatrieno (DPH) y el 

LAURDAN (se puede leer en la sección materiales y métodos los detalles de 

las técnicas). En la figura 3.6 se puede ver el cambio de anisotropía del DPH a 

25ºC con la adición de sevoflurano, a medida que se incrementa la 

concentración de anestésico se observa una caída en los valores de 

anisotropía, encontrándose un valor crítico para 3.43 mM de sevoflurano 

calculado a partir del ajuste de los datos a la ecuación de Boltzmann (figura 

3.6).  

  

Figura 3.6: Anisotropía (r) y polarización generalizada (GP) en MLVs de EO-SP, efecto del 

sevoflurano.Con símbolos negros puede verse el efecto del sevoflurano sobre la anisotropía 

de DPH en las MLV de EO-SP a 25 ºC. Con símbolos azules se muestra el efecto del 

sevoflurano sobre la GPex (ex 360nm) de LAURDAN en MLVs de EO-SP a 25ºC. En los 

insertos se muestran los resultados de los ajustes a la ecuación de Boltzmann (superior-GP, 

inferior-r). Los simbolos representan la media  ESM. Experimento con n=3 para cada 

concentración. 
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 Cuando se grafica la intensidad máxima del DPH en función de la 

concentración de sevoflurano es posible ver que el anestésico produce una 

caída de la intensidad de fluorescencia en función de la concentración (figura 

3.7). 

Figura 3.7: Intensidad de 

fluorescencia máxima del DPH: se 

representan los valores medios de la 

intensidad de fluorescencia máxima de 

DPH a em 427 nm en las MLVs de 

EO-SP a 25 ºC a valores crecientes de 

sevoflurano.  

 

 Los cambios espectrales de LAURDAN seguidos por la función de GP 

muestran resultados similares a los obtenidos por la anisotropía de DPH. El 

incremento de sevoflurano provoca una caída de la GP lo que se traduce en un 

incremento en la penetración de agua o modificación de las propiedades físicas 

que permiten una mejor relajación dipolar del LAURDAN. Aplicando el mismo 

tipo de ajuste que para la anisotropía, es posible identificar que la 

concentración critica para la respuesta del anestésico es un poco inferior a la 

del DPH, en torno a 2.6 mM. 

 Estos resultados son interesantes y nos plantean el desafío de cómo 

interpretar esta diferencia en las concentraciones críticas para el mismo cambio 

diferencial en la unidad GP o r vs la concentración de anestésico. Por lo cual, 

se propone re-graficar el siguiente set de datos, colocando en las abscisas a la 

función GP y en las ordenadas a la anisotropía (figura 3.8). Este tipo de gráfico  

es inédito, pero creemos permite dar una interpretación a los resultados en el 

contexto de la teoría del perfil lateral de presión propuesto por (Cantor-1997). 
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 Como puede verse, los resultados toman una distribución que se ajusta 

con buen intervalo de confianza (R2
0.995) a la función de Boltzmann, 

identificando un punto crítico donde el gráfico cambia de concavidad (en torno 

a r=0.23 y GP=0.43, lo cual corresponde con  3 mM sevoflurano), lo cual 

plantea dos estados discretos para la membrana (sin y con anestésico, siendo 

10 mM una concentración de saturación). Para concentraciones de sevoflurano 

por debajo del punto crítico, la respuesta al anestésico es mayor para el 

LAURDAN (GP) que para la anisotropía (r) y lo opuesto ocurre para 

concentraciones por arriba del valor crítico. 

  

 Esto pensamos está relacionado con la teoría del perfil lateral de presión 

propuesto por Cantor, asociado a que el anestésico se incluye en la interfase a 

bajas concentraciones y mayoritariamente su efecto es sobre la hidratación de 

 

Figura 3.8: Gráfico de GP vs r. Análisis de la GP vs r con el incremento de la 

concentración de sevoflurano. El inserto muestra los valores de ajuste a la función de 

Boltzmann. En azul pueden verse los valores de concentración de anestésico y los simbolos 

representan el valor medio  ESM.  
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la interfase de la membrana (afectando las fuerzas electroestáticas de 

repulsión/atracción a nivel de los grupos carbonilos/fosfatos). Por encima de la 

concentración crítica, los cambios más significativos se producen en el core de 

la membrana (mayor r que GP para misma concentración de sevoflurano), 

posiblemente por un efecto compensatorio de las fuerzas de van der Waals por 

sobre las fuerzas de repulsión electroestática de la interfase. 

 Si es correcto que el anestésico produce un sistema en el cual las 

membranas tienen un estado Lo/Ld pre-anestesia y un estado pos-anestesia 

Lo/Ld con Tm menor o básicamente Ld a temperatura por encima de 28-29ºC 

(según los datos de calorimetría), esto debería de resolverse en el análisis de 

fasores espectrales de LAURDAN como la combinación lineal de dos estados 

discretos. 

 Esto puede verse en la figura 3.9, donde los datos espectrales de 

LAURDAN de los experimentos de GP fueron transformados al gráfico de fasor 

espectral, identificándose una relación lineal entre los estados intermedios de 

anestésico y los valores extremos (0 y 10 mM). Además, se identifica un 

corrimiento espectral que coincide con la fluidificación del EO-SP y aumento de 

la heterogeneidad de las membranas. 

Figura 3.9: Gráfico de 

fasor espectral para la 

emisión de LAURDAN 

en MLVs de EO-SP con 

valores crecientes de 

sevoflurano. Puede 

observarse en el zoom 

que los valores 

crecientes de sevoflurano 

se correlacionan con una 

relación lineal entre el 

EO-SP solo y +10 mM de 

sevoflurano. Los 

cursores representan 

medios y el error es 

menor al 5% (debajo del 

volumen de los 

cursores). 
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Discusión: 

El CBS introducido por (Schûrch-1985) ha demostrado ser una herramienta 

más eficiente que su antecesor el surfactómetro de burbuja pulsatil (PBS) en el 

estudio de las capacidades tensoactivas del surfactante pulmonar dado que el 

CBS logra salvar los problemas de pérdida de material tensoactivo (leakage), 

disminuye los volúmenes de muestra, posee un adecuado control de 

temperatura y rápido control de los ciclos de compresión-expansión (Putz-

1994). A partir de experimentos con CBS hemos podido determinar los efectos 

del sevoflurano sobre la función tensoactiva del surfactante pulmonar. Para 

esto fue necesario utilizar un método alternativo de carga de material 

(“spreading” de pequeños volúmenes de SPN en la interfase aire/agua), a la 

clásica estrategia de administración del extracto de surfactante pulmonar 

descripto originalmente por (Schûrch-1985). Clásicamente, la adsorción se 

lograba tras 2-3 ciclos de compresión/expansión de una burbuja en solución 

rica en surfactante pulmonar (1-3 mg/ml) o por la administración de una 

solución orgánica de surfactante pulmonar en la interfase de la burbuja. Estas 

últimas tienen como desventajas: el bajo contraste en soluciones con alta 

concentración de surfactante (lo cual dificulta la calidad de la medidas) y la 

administración de solventes (clásicamente cloroformo y metanol) que quedan 

dentro de la cámara de trabajo y afectan la performance del surfactante 

pulmonar en estudio (Putz-1998).Para nuestro caso, esta última implicaría 

generar una situación de sumatoria de efectos anestésicos + solventes, por lo 

cual pensamos que el método descripto por Putz será mejor para nuestro 

sistema de estudio.  

Es prácticamente imposible generar mezclas de SPN (10-20 mg/ml) con 

sevoflurano dado que los volúmenes manejados son extremadamente 

pequeños y no es posible realizar ajustes radiométricos en la concentraciones 

molares. Por lo tanto se usó como estrategia, la administración directa del 

anestésico en estado liquido a la burbuja pre-formada en una interfase 

aire/agua (en su defecto buffer). El volumen de anestésico administrado es 

aproximadamente 80-100nl y es posible estimar la cantidad de moles por el 

cambio en el volumen de la burbuja pos-volatilización del anestésico. El cálculo 
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de concentración es del entorno de 1.3 moles de sevoflurano en 0.077 cm3 

de volumen de aire (mezcla de aire y sevoflurano, 80:40% aprox). La constante 

de reparto para el agua/gas reportada es de 0.37, por lo cual la concentración 

en el aire de la burbuja es  25%. 

Lo interesante de este método es que remeda lo que sucede en el 

espacio alveolar si consideramos a la burbuja como una unidad alveolar y la 

hipofase más la capa de surfactante pulmonar como la barrera alveolo/capilar. 

En las cinéticas de adsorción inicial es posible ver que la adsorción del 

SPN cuando está presente el sevoflurano es más rápida y alcanza una IA 

sutilmente menor. Un dato interesante a considerar es que la tensión inicial 

para el sistema en el caso de la interfase aire/agua es 70 mN/m, mientras que 

en el caso de vapor de sevoflurano/agua se parte de  30-40 mN/m. Esto es 

debido a que los vapores de anestésicos se adsorben en una interfase 

aire/agua y modifican la tensión del sistema asociado al proceso de hidratación 

que estos necesitan para solubilizarse en el agua (Wüstneck-2007). El 

mecanismo por el cual el sevoflurano podría facilitar la adsorción del SPN 

cuando se encuentra en la interfase aire/agua no resulta trivial y necesita de 

experimentos complementarios para una mejor interpretación. Sin embargo, 

basado en los reportes de Kirk y Gruner, es posible proponer que los 

anestésicos podrían inducir la formación de transiciones L-HII (lamelar-

hexagonal inversa), a través de los resultados que demuestran una disminución 

de las temperaturas de transición L-HII (Krik-1985). 

Los resultados anteriores pueden ser controvertidos cuando se 

comparan con los obtenidos en el plato de Wilhelmy (figura 3.4), sin embargo 

resulta claro que las tensiones máximas no sufren modificación y en este caso 

los efectos observados podrían ser explicados por una afectación directa de la 

estructura y organización de las membranas del EO-SP previo a la adsorción 

que imposibilite el correcto proceso. 

Cuantitativamente, el sevoflurano muestra la habilidad de inhibir la 

capacidad  tensoactiva del SPN cuando se estudian los ciclos Q-estáticos y 

dinámicos, modificando por sobre todo la tensión mínima y el índice de 

estabilidad (tabla 3.2 y figura 3.3). Esto nos habla de una incapacidad del SPN 

para comprimirse y lograr disminuir la tensión cercana a cero. Resulta 
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interesante que la tensión máxima no se vea modificada dramáticamente como 

sucede en otros casos de inhibición (proteínas, colesterol o sales biliares, 

Lopez-Rodriguez-2011) y que la inclusión del anestésico desaparezca la 

histéresis para los ciclos Q-estáticos y la promueva en los dinámicos. Estos 

resultados pueden ser interpretados en el contexto de la energía necesaria 

para colapsar y re-expandir la monocapa.El sistema no puede enriquecer la 

monocapa en material suficientemente sólido (So-Lo) para disminuir la tensión 

durante la compresión, por lo cual colapsa prematuramente. Durante el ciclo de 

re-expansión el proceso no se ve del todo afectado (en el caso de los ciclos Q-

estáticos se observa una facilitación del proceso) y no se afecta la max. 

 Cuando contextualizamos estos resultados con los obtenidos por 

calorimetría diferencial de barrido y espectroscopia de fluorescencia, podemos 

comprender mejor y proponer una mejor modelización de lo que sucede en el 

sistema. 

Los parámetros termodinámicos (figura 3.5) muestran que el anestésico 

produce un severo efecto sobre las fuerzas de interacción de los lípidos, 

debilitando las fuerzas de van de Waals y promoviendo una caída de la 

temperatura y energía necesarias para llevar adelante la transición. A la 

temperatura que fueron realizados los experimentos de CBS (37ºC) la mezcla 

de SPN y EO-SP se encuentra completamente fluidificada (fase Ld), la 

coexistencia de fases Lo/Ld han sido previamente demostrada como elemento 

crucial para la funcionalidad del surfactante pulmonar (Bernardino de la Serna-

2004, Saenz-2010).  

El análisis en el contexto de la teoría termodinámica de la anestesia 

basada en la disminución del punto de congelamiento (Heimburg-Jackson-

2007), nos permite demostrar que nuestros experimentos están en el rango de 

valores de anestésicos de uso crítico, pero abre nuevas controversias dado la 

incongruencia sobre los valores de Tm para el sistema de SPN. Esta 

desviación de la regla puede ser explicada por dos motivos, en primer lugar los 

ajustes de línea de base para las curvas son siempre difíciles, realizándose 

habitualmente de manera empírica (Cañadas-2013), por lo cual es fácil sobre o 

sub estimar la entalpía de transición. 

Sin dejar de lado este importante punto en el análisis de los resultados, 

creemos que el punto clave que permite explicar esta diferencia radica en la 
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suposición que el modelo de caída del punto de congelamiento hace sobre el 

no reparto de las moléculas anestésicas en fases gel o Lo. Tal como lo 

discutiéramos en la Introducción, Kaminoh y colaboradores demostraron que el 

halotano tiene la posibilidad de mezclarse en membranas con fase gel 

(Kaminoh-1988). Robert Cantor en su trabajo original sobre el perfil de presión 

lateral (Cantor-1997), discute el efecto de los anestésicos en membranas con 

colesterol y concluye que el colesterol magnifica el efecto de los anestésicos en 

un factor (xchol-1)-1, disminuyendo la concentración necesaria para lograr la 

misma potencia. Por lo cual pensamos que la compleja composición 

fosfolipídica del surfactante pulmonar y los elevados valores de colesterol (20% 

molar) pueden apartar al sistema de la regla. 

Los datos de anisotropía y GP, denotan que la inclusión del sevoflurano 

afecta el perfil axial de hidratación y viscosidad del EO-SP (figura 3.6). 

Proponemos entonces este nuevo modelo de análisis global de los datos de 

anisotropía y GP (figura 3.8), basados en los fundamentos teóricos del perfil 

lateral de presión (Cantor-1997). En lo mejor de nuestro conocimiento no existe 

en la bibliografía una aproximación similar más allá de los reportes del análisis 

de ambos parámetros por separado (Harris-2002, Aguilar-2012). El resultado 

más relevante radica en identificar que, dependiendo de la concentración de 

sevoflurano, dos propiedades fisicoquímicas independientes pero estrictamente 

relacionadas se modifican diferencialmente. Inicialmente los efectos más 

significativos se encuentran asociados a los cambios de la región hidrofílica-

hidrofóbica donde el LAURDAN puede censar el estado de hidratación 

(recordar que el LAURDAN puede censar agua con características muy 

particulares que se discutieron en el capítulo 1). Esto significa que el 

sevoflurano, al localizarse en la región polar de los fosfolípidos, afecta las 

propiedades dieléctricas de la región (Kaminoh-1991), probablemente 

disminuyendo las fuerzas de repulsión e incrementando el área específica de 

los fosfolípidos, re-organizando la línea de tensión transversal que se ve 

compensado con una caída de la micro-viscosidad del core de la membrana. 

Esto se encuentra en línea con los efectos teóricos de los anestésicos 

descriptos por Cantor, el cual encuentra que los cambios más significativos en 

el área específica de los fosfolípidos se ve en región de la interfase  por sobre 

el core (Cantor-1997). 
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El análisis de fasores espectrales permite proponer que básicamente el 

efecto de los anestésicos en los rangos de concentración manejados en 

nuestros experimentos condice con un sistema de dos estados, que LAURDAN 

puede censar como estados discretos de hidratación de la membrana 

(cavidades de nH20/LAURDAN). Los cambios espectrales identifican un 

corrimiento hacía longitud de ondas mayores (aumento de la relajación dipolar) 

y aumento del ancho espectral. 

En este contexto, claramente, los resultados de tensoactividad toman 

otra dimensión, debido a que tenemos argumentos certeros de una afectación 

biofísica de las propiedades fisicoquímicas de las membranas de surfactante 

pulmonar que determinan la inhibición de sus capacidades tensoactivas. Es 

posible proponer entonces que a partir de una alteración de las interacciones 

lípido-lípido y probablemente lípido-proteína asociado a los cambios en el perfil 

lateral de hidratación y viscosidad (lo que pensamos se asocia al perfil lateral 

de presión), se vean comprometidas las estructuras en la tercera dimensión del 

surfactante pulmonar (formación de fases hexagonales) que permiten la 

correcta inclusión y exclusión de material tensoactivo y disminuir la tensión a 

cero durante la compresión. 

Creemos que estos resultados dan soporte suficiente para proponer con 

certeza el mecanismo que plantemos al final de la sección anterior (figura 5, 

Malacrida-2014) y abren nuevas perspectivas asociadas a comprender cómo 

pueden verse afectadas las interacciones lípido-proteína y proteína-proteína 

que son imprescindibles para el correcto funcionamiento del surfactante 

pulmonar (Pérez-Gil-2008). Además, permite pensar que procesos como la 

difusión de gases en la barrera alvéolo/capilar podrían verse comprometidas 

dada la relevancia que ha tomado recientemente el surfactante pulmonar en la 

difusión de oxigeno y moléculas cargadas en la interfase alveolar (Aberg-2010, 

Olmeda-2010, Parra-2013). También es interesante plantear si más allá de 

comprometerse la función del surfactante pulmonar que se encuentra en el 

liquido alveolar (por inhibición directa o mediada por degradación), también 

podría verse comprometido el surfactante pulmonar que se encuentra en los N-

II en forma de cuerpos lamelares. Esto se sustenta en las prolongadas 

hipoxemias de los pacientes (en algunos casos 12-24 h) y la altísima 

lipofilicidad de los cuerpos lamelares, los cuales podrían actuar como 



Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -164 
 

acumuladores/reservorio de anestésico, comprometiendo en el tiempo, la 

actividad del surfactante que será secretado. 

Por lo cual, un abordaje celular in vitro para evaluar la acumulación de 

anestésico intracelular y el uso de estrategias de microscopía confocal con 

resolución espacio-temporal de sistemas de vesícula única (GUVs), permitirán 

comprender en detalle cómo los aspectos celulares y supramoleculares del 

surfactante pulmonar pueden verse comprometidos por la inclusión del 

anestésico. 

 

Estos resultados se encuentran en etapa de escritura para ser 

prontamente enviados a su comunicación: 

Gases in the air: affection of pulmonary surfactant function and 

supramolecular structure by sevoflurane anesthesia. 

Leonel Malacrida, Olga Cañadas, Elena López-Rodríguez, Rosina Toledo-Galo, 

Ana Denicola, Jesús Pérez-Gil*, Cristina Casals*, Arturo Briva*. 

*Autores de correspondencia 
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Capítulo 4: Efectos celulares y 
supramoleculares del sevoflurano 
sobre el surfactante pulmonar: 
estudio en células A549 y vesículas 
gigantes unilamelares. 

 Tal como se describiera en Introducción, los cuerpos lamelares son 

vesículas exocíticas de pH ácido y gran tamaño (1-2 µm) que contiene los 

lípidos y proteínas hidrofóbicas del surfactante pulmonar. Pese a ser precursor 

del surfactante pulmonar que se encontrará en fluido alveolar, su composición 

tiene sutiles diferencias cuando se compara con el surfactante pulmonar. 

Particularmente tiene niveles elevados de proteínas,  aproximadamente una 

relación fosfolípido/proteína 0.35 y colesterol/proteína 0.15 (Diez-Blanco-1987). 

La fracción fosfolipídica está compuesta mayoritariamente por fosfatidilcolina 

(64.5%), fosfatidiletanolamina (11%), fosfatidilglicerol (7.9%), esfingomielina 

(4%) y fosfatidilinositol (3%). La secreción de los cuerpos lamelares puede ser 

desencadenada por diferentes factores, pero la distensión mecánica es 

probablemente el estimulo más importante (Wirtz-Dobbs-1990). Se consideran 

estructuras con un gran contenido energético en su interior (asociado al 

empaquetamiento de unidades hidrofóbicas) como multi-bicapas concéntricas 

que al llegar a la interfase se funcionan dando lugar a una monocapa con 

coexistencia de fases Lo/Ld (Ravasio-2010).  

 Pese a comprenderse bastante bien los aspectos ultraestructurales, la 

secreción y fusión de los cuerpos lamelares, poco se sabe a cerca del estado 

de ordenamiento e hidratación de estas membranas. Spalding y colaboradores 

usando una sonda de espin electrónico y resonancia paramagnética nuclear 

muestran, que a temperatura fisiológica, los cuerpos lamelares y vesículas 

compuestas por lípidos purificados de éstos, tienen un alto grado de fluidez 

pese a poseer 50% de DPPC, lo cual plantean se encontraría influenciado por 

la presencia de los componentes lipídicos (Spalding-1983). Usando 

espectroscopia Raman, Swain y colaboradores demuestran que el contenido 
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de lípidos es modificado a lo largo de la diferenciación de los N-II y que el 

contenido interno de lípidos es el marcador distintivo entre los N-I y N-II (Swain-

2008).  

 Para estudiar estas estructuras sub-celulares, clásicamente se han 

utilizado los cultivos primarios de N-II (Suwabe-1991, Haller-1998), pero 

también el uso de líneas celulares como la A549 de características 

estructurales y funcionales similares a los N-II, ha permitido también avanzar 

en el conocimiento de esta área (Shapiro-1978, Jaing-2010, Stephanova-2008). 

Las células A549 derivan de un cultivo continuo de carcinoma de pulmón y 

presentan la ventaja de poder usar una línea celular inmortalizada con 

características similares a los N-II. Sintetizan y secretan surfactante pulmonar, 

encontrándose una composición de los cuerpos lamelares similar a los de N-II 

(Shapiro-1978).  

 Stephanova, demostró que el halotano tiene efectos genotóxicos y 

citotóxicos sobre las células A549, pero lo más relevante es que demostraron 

una disminución de los cuerpos lamelares presentes en estas células por la 

adición del anestésico (Stephanova-2008). 

 Sin embargo, poco más se sabe respecto a los efectos y posible 

acumulación de los anestésicos en los cuerpos lamelares dada su alta 

lipofilicidad. Pensamos que los resultados de nuestro grupo permiten plantear 

una acumulación del anestésico en esta estructuras sub-celulares que 

comprometen su función luego de terminada la anestesia.   

 Basados en las propiedades espectroscópicas del LAURDAN y en los 

resultados que se presentaron en la sección anterior (ver figura 3.8), pensamos 

que el LAURDAN puede ser usado como un sensor intracelular de la presencia 

de anestésico. Esto se basa en los cambios espectrales que la molécula sufre 

cuando la membrana posee anestésico. Por lo cual se plantea estudiar por 

microscopia confocal de fluorescencia utilizando resolución espectral (tal como 

se desarrollo para las vesículas gigantes unilamelares en el capítulo 1), el 

efecto del sevoflurano sobre la estructura e hidratación de los cuerpos 

lamelares de células A549. 

 Por otro lado, de los resultados del capítulo anterior se desprende que 

una afectación sobre la estructura y dinámica de las membranas de surfactante 

pulmonar por la adición de sevoflurano puede ser planteada. Por lo cual 
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usando vesículas gigantes unilamelares y microscopia confocal es posible 

identificar efectos del anestésico por sobre las propiedades supramoleculares y 

dinámicas de los lípidos y proteínas del surfactante pulmonar. 

 La primera referencia de utilización de vesículas gigantes unilamelares 

en microscopía confocal de fluorescencia para el estudio de la organización de 

membranas es reportada por (Bagatolli-Gratton-1999). Desde entonces, se ha 

transformado en una espectacular herramienta para el estudio de la 

organización lateral de membranas y su interacción con drogas o proteínas.  

La visualización de dominios de tamaño micrométrico en el surfactante 

pulmonar se observa por primera vez en extractos lipídicos de origen bovino 

(Nag-2002).Posteriormente, Bernardino de la Serna y colaboradores 

demostraron la relación en la segregación de fases Lo/Ld con el contenido de 

colesterol y la independencia de la proteínas en esta segregación (Bernardino 

de la Serana-2004-2009). 

 No existe bibliografía relacionada a los efectos de los anestésicos 

inhalatorios sobre organización de membranas, encontrándose solamente un 

reporte del efecto de alcoholes y anestésicos generales intra-venosos sobre la 

miscibilidad de membranas plasmáticas reconstituidas como GUVs (Gray-

2013). En este trabajo, los autores proponen que los anestésicos generales 

disminuyen el punto crítico de miscibilidad de la membrana plasmática (4ºC) y 

este efecto sería responsable de la acción de la anestesia general sobre la 

función de canales iónicos y proteínas de membrana. 

 

Los resultados que se presentan en esta sección fueron obtenidos en 

colaboración con el Dr. Pablo Aguilar (Laboratorio de Biología Celular de 

Membranas, Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay), la Mag. Soledad 

Astrada (Laboratorio de Biología Celular, Institut Pasteur de Montevideo, 

Uruguay), el Prof. Jesús Pérez-Gil (Departamento de Bioquímica y Biología 

Molecular I, Universidad Complutense de Madrid, España), el Prof. Luis 

Bagatolli (Membrane Biophysics and Biophotonics Group, Center for 

Biomembrane Physics, University of Southern Denmark, Denmark) y el Prof. 

Enrico Gratton (Laboratory for Fluorescence Dynamics, LFD, University of 

California at Irvine, USA). 
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Resultados 

Efecto del sevoflurano sobre los cuerpos lamelares de células A549: 

abordaje con fasores espectrales 
 

Se cultivaron células A549 hasta lograr confluencia del 70-80% y se 

incubaron con LAURDAN según recomendaciones previas para la visualización 

de las estructuras de membrana celular y sub-celular (Golfetto-2013). En la 

figura 4.1A es posible ver una imagen de contraste de una célula A549; las 

flechas blancas señalan algunos organelos sub-celulares que se consideran 

cuerpos lamelares. En la figura 4.1B se tomó la misma imagen con microscopía 

de un fotón usando un laser UV de 405 nm y colectando dos fracciones de la 

emisión de LAURDAN (canal1(azul)=415-460 y canal2(verde)=460-530). Tal como 

se ha reportado anteriormente, LAURDAN modifica su emisión dependiendo 

del estado de hidratación de las membranas en la que se encuentra. El canal 

azul corresponde a la emisión del LAURDAN en estructuras de membrana más 

ordenadas, mientras que el canal verde en estructuras de membranas más 

fluidas (Bagatolli-2006). Es posible ver que las estructuras señaladas con 

flechas azules tienen gran intensidad en el canal azul, mientras que el resto de 

las membranas celulares poseen una emisión más significativa en el canal 

verde. 

Cuando se calcula la GP pixel por pixel, de igual manera que se hace 

para los análisis de emisión en cubeta pero operando las intensidades de los 

canales antes descriptos, se puede ver que las estructuras seleccionadas con 

flechas azules y que preferentemente emitían en el canal azul, tienen valores 

de GP más cercanos al rojo (cabe destacar que los valores de GP son 

transformados a una escala de colores de rojo a azul, lo que equivale a 1 hasta 

-1), ver figura 4.1C. En el histograma GP (figura 4.1E) se puede ajustar con una 

distribución para dos poblaciones tipo Gauss con valores medios de 0.019 y 

0.471. Los valores de GP altos se correlacionan con membranas en estado 

muy ordenado y baja hidratación, mientras lo opuesto sucede para los valores 

de GP bajo. El valor de GP2 determinado para los cuerpos lamelares se 
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correlaciona con membranas en estado Lo, mientras que las membranas con 

bajo GP1 con estructuras en estado Ld (Bernardino de la Serna-2009). 

Figura 4.1: Imagen representativa de una célula A549. A)Imagen de transmisión de una 

célula A549. B) Imagen de fluorescencia de LAURDAN en los canales azul (em 415-460) y 

verde (em 460-530). C) Imagen de GP. D) Perfil de intensidad de línea blanca señalada en la 

figura B. E) Histograma de distribución de GP. Se procedió a ajustar una función de Gauss con 

dos componentes, los valores obtenidos de GP y ancho de distribución (FWHM) se pueden ver 

en el gráfico. Las flechas señalan algunos cuerpos lamelares. Imágenes tomadas con 

resolución 512x512 y tamaño de pixel 0.08x0.080 m y a 37ºC. 

  

 Las medidas de los diámetros de las vesículas intracelulares condicen 

con los valores esperados para los cuerpos lamelares, existiendo distribución 
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entre 0.5-2 m y también una gran variabilidad en la cantidad que cada célula 

tiene (figura 4.1D) (Jaing-2010).  

 Pese a que las dimensiones y características estructurales son las 

esperadas para los cuerpos lamelares, esto no es argumento concluyente para 

afirmar que lo son. Por lo cual utilizamos otros sistemas de marcación para 

corroborar que las estructuras que identificamos son cuerpos lamelares. 

Siguiendo las recomendaciones de Haller y colaboradores, incubamos las 

células A549 con Lyso-Tracker red (LTR, Invitrogen, TM), sonda que se 

acumula en estructuras sub-celulares con pH bajo y Mito-Tracker red 

(Invitrogen, TM) sonda que se acumula en mitocondrias (Haller-1998). En 

ambos casos, a las mismas células se las incubó con LAURDAN intentando co-

localizar las sondas. 

Figura 4.2: Render 3D de células A549 marcadas con LAURDAN+Mito-Tracker o 

LAURDAN+Lyso-Tracker. Las flechas muestran algunas estructuras que co-localizan para 

ambas marcas. Imagen realizada utilizando 3D VTK viewer del  Icy v1.5.3.1 
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 En la figura 4.2 puede verse una reconstitución 3D de dos células 

marcadas como se menciona anteriormente. Claramente la localización de las 

mitocondrias es completamente distinta a las señales del canal azul del 

LAURDAN, y cuando miramos el experimento con LysoTracker se observa que 

algunas estructuras parecen co-localizar (ver flechas en la imagen), sin 

embargo es posible ver muchas otras estructuras que no co-localizan, por lo 

cual resulta difícil poder se convincente solamente con estas imágenes. 

Lamentablemente, no hemos podido realizar inmunofluorescencia para las 

proteínas específicas del surfactante pulmonar (experimentos que se 

encuentran en marcha). Pero resulta interesante poder discutir un poco más 

Figura 4.3: Identificación de cuerpos lamelares por LysoTracker-Green (LTG). A) 

Imágenes de transmisión y fluorescencia con LTG en células A549 tomadas de (Wemhöner-

2011). B) Células de nuestros experimentos con LAURDAN (canal azul). La distribución 

perinuclear y el tamaño de los cuerpos lamelares similar cuando se comparan las imágenes. 
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acerca de los resultados que se obtuvieron con LAURDAN en la figura 4.1. Un 

dato a favor acerca de la hipótesis de que se trate de cuerpos lamelares es la 

enorme acumulación de la sonda y el estado de hidratación que hace que estas 

estructuras emitan mayoritariamente de una forma no relajada del LAURDAN. 

Como se discutió anteriormente, LAURDAN no censa pH, ni carga de los 

fosfolípidos, ni tampoco es soluble en entornos acuosos, por lo cual parece 

razonable pensar que estas estructuras sean cuerpos lamelares. En la figura 

4.3A, puede verse una imagen de (Wemhöner-2011) y en la parte inferior una 

imagen nuestra, de transmisión, superpuesta al canal azul de LAURDAN (figura 

4.3B). La similitud de las estructuras y distribución de las mismas en las células 

confirma que se trata de cuerpos lamelares.  

 Hasta el momento actual, no existe en la bibliografía en nuestro 

conocimiento, ningún reporte que caracterice la estructura y organización de 

los cuerpos lamelares con el uso de LAURDAN. Resulta interesante que la GP 

toma valores llamativamente elevados y posee una distribución bastante 

homogénea para los cuerpos lamelares (ver figura 4.4). 

 

Figura 4.4: 

Imágenes de GP 

para una selección 

de cuerpos 

lamelares. Es 

posible identificar a 

los cuerpos 

lamelares como 

estructuras de GP 

alta (0.4250.03). 

En la parte inferior 

se puede ver el 

histograma de 

distribución para los 

valores de GP, 

donde se observa que la distribución para los valores de GP altos presenta un ancho de 

campana menor. Las imágenes GP fueron obtenidas a partir del macro Generalized 

Polarization Analysis desarrollado por JesperSøndergaard Hansen para ImageJ 1.48v. 

Imágenes tomadas con resolución 512x512 y a 37ºC. 
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 Para comprender mejor cómo se encuentran organizados los cuerpos 

lamelares, se planteó el uso de gráficos de fasores con una mejor descripción 

asociado a las propiedades que fueron descriptas en el capítulo 1. 

A continuación se presentan una serie de imágenes de cuerpos lamelares 

Figura 4.5: Análisis de fasores espectrales de la emisión de LAURDAN en cuerpos 

lamelares. A) Imagen de intensidad de fluorescencia de LAURDAN en A549. B) Pseudo-

imagen resultado de la selección de pixeles del gráfico de fasor espectral (D), es posible 

identificar a los pixeles con mayor orden en azul y los más relajados en rojo. C) Zoom de la 

selección de la figura B, donde es posible ver las capas concéntricas de menor orden e 

hidratación (de azul a amarillo). D) Primer armónico del gráfico de fasor para la emisión 

espectral de LAURDAN de la figura A. Los espectros fueron tomados en 32 canales con un 

ancho de banda de 5 nm y pasos de 5.97 nm, el rango espectral es 415-650 nm. Imágenes 

tomadas a 512x512 de resolución y a 37ºC 
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analizados por fasores espectrales.  

Los resultados permiten identificar una trayectoria lineal entre los 

cursores azul y rojo (lo cual sustenta que se trata de la emisión de LAURDAN 

en lípidos). Los cuerpos lamelares presentan una estructura con capas 

concéntricas con diferente estado de orden e hidratación (cabe destacar que 

los experimentos fueron realizados con temperatura controlada a 37ºC). El core 

de los cuerpos lamelares parece tener un espectro tipo gel o Lo y a medida que 

nos alejamos del centro se transforma en membranas con mayor coexistencia 

de Lo/Ld dado que se puede ver una proporción de los estados discretos de 

LAURDAN (rojo/azul, relajado/no-relajado). 

Estos resultados concuerdan con los observados por el clásico análisis 

de GP, pero desafortunadamente no es posible utilizar las posiciones de los 

cursores que se utilizaron para las diferentes mezclas de GUVs, dado que la 

instrumentación es distinta y los rangos espectrales también. Por lo cual se  

evaluó la posición espectral de LAURDAN en vesículas multilamelares de 

DPPC a 37ºC. 

Como puede verse en la figura, el LAURDAN en DPPC presenta una 

emisión centrada alrededor de 460 nm (según los valores obtenidos en el 

capítulo 1, tabla 1.6), mientras el core de los cuerpos lamelares presenta un 

centro espectral corrido hacia el azul y con un mayor ancho espectral. Esto es 

interesante y podría deberse a la presencia de colesterol (membranas Lo), tal 

como sucede para las mezclas de DOPC:DPPC.Chol que corren su centro 

espectral de la fase Lo a longitudes de onda mayores, pero con un menor 

ancho espectral. 
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Figura 4.6: Posición de la emisión de 

LAURDAN en DPPC a 37ºC.Grafico de fasor 

con la posiciones de los cursores para los 

cuerpos lamelares y MLVs de DPPC. 

A continuación nos proponemos estudiar los efectos del sevoflurano 

sobre el orden y estructura de los cuerpos lamelares. Para incluir el sevoflurano 

en las células alveolares se utiliza la administración del anestésico diluido en 

DMSO (volumen final de solvente en medio menor a 0.5%) y se lo agrega al 

medio de cultivo 2h antes de iniciar el experimento, así como en el buffer Kreb-

Ringer que se usa durante el experimento. Las dosis usadas fueron calculadas 

a partir de la concentración de lípidos de las células a confluencia y se 

utilizaron relaciones molares en el rango de 0-3 MAC. 

En la figura 4.7A-C se ilustran tres imágenes representativas de 10 

células independientes que se analizan conjuntamente en el gráfico de fasor de 

la figura 4.7D. Se puede observar que la concentración de sevoflurano 

creciente, modifica la posición espectral de los pixeles, provocando que los 

cursores seleccionados para el sistema sin anestésico (figura 4.5) no puedan 

identificar la posición de los pixeles para estas imágenes. Cuando se 

selecciona nuevamente la posición de los cursores, teniendo en cuenta 

solamente las imágenes con sevoflurano, entonces puede verse el efecto 

contrario, o sea que ahora no es posible identificar los pixeles de las imágenes 

sin anestésico. 

Es claro que el sevoflurano provoca un cambio espectral que se condice 

con la fluidificación de las membranas de los cuerpos lamelares, pudiéndose 

comprobar que estos organelos pueden actuar como reservorio de anestésico. 
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Efecto del sevoflurano sobre las características supramoleculares y 

dinámicas del surfactante pulmonar: microscopía confocal de 

fluorescencia.  
 

Iniciamos esta sección de experimentos estudiando los efectos del 

sevoflurano sobre la organización lateral de GUVs compuestas de una 

membrana con coexistencia de fase Gel/fluida (Fidorra-2009). La mezcla de 

DLPC:DPPC (dilauroilfosfatidilcolina/dipalmitoilfosfatidilcolina) ha sido 

caracterizada por diversos autores, pero particularmente Fidorra y 

colaboradores desarrollaron un método de procesamiento de imágenes que 

permitió caracterizar por primera vez un sistema de GUV aplicando la  teoría de 

Lever en equilibrio termodinámico.   

Pensamos entonces que este sistema bien caracterizado podrá ser útil 

para comprender inicialmente los efectos del anestésico en un sistema de 

membranas bien caracterizado, lo que posteriormente nos será útil para 

entender un sistema complejo como el surfactante pulmonar. Se utilizó un par 

de sondas fluorescentes que tienen reparto diferencial por fases gel o fluida de 

este sistema (DiIC18 y Bodipy-PC, respectivamente). Cabe aclarar que esta 

afinidad no es por el estado físico de la fase, sino por afinidad fisicoquímica, 

por lo cual no es extrapolable a otros sistemas y en cada caso debe de ser 

caracterizada para saber cuál es el reparto. La mezcla estaba compuesta por 

una proporción molar 7:3 (DLPC:DPPC) y posee una Tm  39.25 ºC, H  

22.57 kcal/mol y T1/2 2.3 ºC (determinados por calorimetría diferencial de 

barrido). 

Para introducir el anestésico utilizamos la misma estrategia de los 

experimentos con células. Pero en este caso usamos dos procedimientos de 

administración: alta concentración-corto tiempo de exposición (3000/1 radio 

molar sevoflurano/fosfolípido, 30 minutos) o baja concentración-largo tiempo de 

exposición (0.5 o 1.5 radio molar sevoflurano/fosfolípido, 2 horas). 

En la figura 4.8A se observa la estructura característica del sistema 

gel/fluido de las membranas de DLPC:DPPC, con líneas de fase gel (roja) con 

diferente ancho dependiendo de la temperatura y proporción de fosfolípidos de 

alto y bajo Tm. Estas estructuras, con líneas de tensión de alta energía en los 

límites de los dominios, son debido al mismatch hidrofóbico (diferencia entre 
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largo de cadenas entre la DLPC y DPPC, 4 carbonos). Cuando se administró 

sevoflurano por 30 minutos a alta concentración se observó que los límites de 

los dominios estaban alterados y un incremento en la miscibilidad de las fases 

puede ser propuesto (figura 4.8B y C). 

A)                B)                                      C)                                    D) 

Figura 4.8: Vesículas gigantes unilamelares de DLPC:DPPC expuestas a sevoflurano. A) 

Es posible ver que las GUVs compuestas de DLPC/DPPC 7:3 poseen dominios gel (DiIC18- 

región roja) que se ordenan en forma de líneas de diferente grosor y longitud dependiendo de 

la temperatura. B yC) GUV representativa del efecto del sevoflurano sobre la coexistencia de 

fase gel/fluida. D) Cambios de lacircularidadde los dominiosgel/fluido por la inclusión de 

anestésico (calculado como la relación (perímetro)
2
/área de los dominos, Fanani-2009). 

Máscaras generadas a través de un filtro de normalidad y conversión a un sistema binario en 

ImageJ 1.48v. Las imágenes fueron tomadas a resolución de 512x512 y se tomaron al menos 

10 imágenes de cada situación. 

 

Para ver si efectivamente existe un cambio en la miscibilidad de las 

fases gel/fluida analizamos el perfil de intensidad de fluorescencia para un 

grupo de GUVs. Es posible observar que la intensidad de fluorescencia para 

ambas sondas se aprecia más solapada cuando el anestésico está presente en 

el sistema (figura 4.9). 

Figura 4.9: 

Perfil de 

intensidad del 

trazo amarillo 

para el DiIC18 y 

el Bodipy-PC en 

una GUV sin y 

con el 

sevoflurano 
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Cuando se incuban por 2 h, a dosis de inducción y mantenimiento de la 

anestesia, se puede observar que existe una completa reorganización de las 

membranas, apareciendo dominios de membrana redondos, lo que sugiere la 

coexistencia de fases fluidas. 

Figura 4.10: Vesículas gigantes unilamelares de DLPC:DPPC expuestas a sevoflurano en 

dosis de inducción y mantenimiento. Las imágenes fueron tomadas a resolución de 

512x512 y se tomaron al menos 10 imágenes de cada situación. 

 

Por último, los parámetros termodinámicos del sistema mostraron que el 

anestésico fluidifica el sistema y disminuye la entalpia de transición. 

 

Figura 4.11: Resultados del análisis termodinámico de MLVs compuestas por 

DLPC:DPPC (7:3, mol). En los cursores se grafica el valor medio  ESM, n = 3. 

 

 Finalmente nos abocamos al estudio de los efectos del sevoflurano 

sobre la estructura supramolecular y dinámica del surfactante pulmonar. Para 

ello hemos utilizados dos métodos similares pero con diferencias sustanciales 

en la información que otorgan sobre las propiedades del sistema de estudio. 

Para el primer grupo de resultados se aplicó la misma aproximación que se usó 

anteriormente para las membranas con coexistencia de fases gel/fluida. 
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Mientras que para el estudio de las propiedades dinámicas del surfactante 

pulmonar expuesto al sevoflurano se utilizó microscopia confocal de dos-

fotones con resolución espectral. 

 En la figura 4.12 se muestran imágenes representativas de GUVs 

construidas con EO-SP tras la exposición al sevoflurano (radio molar 

sevoflurano/fosfolípido=10) donde se observa se afecta el comportamiento 

termotrópico surfactante pulmonar normal (ver termogramas obtenidos por 

DSC, figura 4.12B). Las imágenes fueron obtenidas a diferente temperatura y 

se puede identificar en el termograma que para temperaturas mayores a  28-

29ºC, la coexistencia de fases Lo/Ld se encuentra comprometida, además es 

posible ver que se pierde la estructura esférica de las GUVs cuando se pasa la 

Tm. 

Figura 4.12: Comportamiento termotrópico de vesículas gigantes unilamelares 

expuestas a sevoflurano (10 radio molar sevoflurano/fosfolípido). A) Reconstitución 3D y 

sección media de una GUV expuesta al anestésico en la pre-transición.B) Calorímetría 

diferencial de barrido de EO-SP normal y expuesto al anestésico. Los marcadores identifican 

la posición de las temperaturas medidas en el experimento de GUVs. C, D, E) GUVs de EO-

SP expuestas a sevoflurano y temperatura creciente. Las imágenes fueron tomadas a 

resolución de 512x512 y se tomaron al menos 10 imágenes de cada situación. 
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 Usando la metodología desarrollada en el capítulo 1 (fasores 

espectrales), analizamos los efectos del sevoflurano sobre la organización de 

GUVs preparadas de EO-SP. Se utilizó una relación equimolar de 

anestésico/fosfolípido y se tomaron las imágenes a 24ºC. 

En la figura 4.13 puede observarse imágenes representativas de las GUVs con 

las máscaras de colores que se seleccionan a partir del gráfico del fasor 

espectral en el primer armónico. No es posible ver diferencias visuales muy 

significativas, aunque las GUVs que no fueron expuestas al anestésico 

presentan una mayor cantidad de pixeles seleccionados con el cursor azul. En 

la gráfica de la sección C, se puede ver las fracciones de pixeles para cada 

cursor en los dos grupos de imágenes. Un análisis estadístico mostró que la 

cantidad de pixeles seleccionados con los cursores rojo y azul son diferentes, 

el grupo con sevoflurano tiene mayor cantidad de pixeles seleccionados con el 

cursor rojo y menor número de pixeles azules  cuando se compara con el grupo 

control. Estas diferencias, pese a ser sutiles, se asocian a un corrimiento 

espectral del LAURADN a longitud de onda mayores, lo que se condice con 

membranas más fluidas. 
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Figura 4.13: Análisis por fasores espectrales de los efectos del sevoflurano sobre la 

hidratación y dinámica de GUVs construidas con EO-SP. A) Imágenes representativas de  

las GUVs construidas de EO-SP sin y con la administración de sevoflurano (relación molar 1:1, 

sevoflurano/fosfólipido). B) Primer armónico del gráfico del fasor espectral, se puede ver la 

selección de pixeles por los cursores azul, verde y rojo (el rosado selecciona el fondo del plato). 

C) Grafico de las fracciones de pixeles en cada cursor para las imágenes analizadas (el color 

de las barras identifica el cursor). ** valores estadísticamente significativos con p  0.01. Las 

imágenes fueron tomadas a resolución de 256x256 y se tomaron y analizaron al menos 10 

imágenes de cada situación. 
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Discusión 

 Poco se sabe acerca del estado de organización sub-celular de las 

membranas que componen al cuerpo lamelar. Mas allá de los estudios que 

demuestran que en una interfase aire/agua los cuerpos lamelares se adsorben 

rápidamente formando una monocapa con fases LE/LC(Ravasio-2010), no 

conocemos ningún estudio que aborde el problema intracelularmente. 

 Valiéndonos de las propiedades que LAURDAN tiene para estudiar el 

estado de orden e hidratación de las membranas, nos planteamos poder 

comprender en primera instancia cuál es el estado fisicoquímico de los cuerpos 

lamelares intracelulares y si son capaces de acumular anestésico en su interior 

durante la anestesia. 

 Pensamos que las estructuras que estamos observando son cuerpos 

lamelares (la cual pensamos corroborar por inmunofluorescencia con 

anticuerpos contra pro-SP-B) y pese a que no tenemos resultados 

completamente concluyentes en el uso de sondas de afinidad por estructuras 

subcelulares acídicas, el tamaño, la gran acumulación de LAURDAN y el 

comportamiento lineal que presenta la emisión de LAURDAN en dichas 

estructuras hace pensar con certeza que se trata de cuerpos lamelares. Una 

posibilidad es que se trate de gotas de grasa (lipid droplets), pero si fuera el 

caso, creemos que el comportamiento de la emisión de LAURDAN debería de 

ser distinto.En ese caso no se debería  observar una relación lineal y es posible 

que la totalidad del organelo tuviera el mismo entorno para LAURDAN 

(elemento que no se ve en los fasores espectrales, así como tampoco en el 

cálculo de GP). 

 Pasando a la discusión de cómo están organizadas estas estructuras (de 

ahora en adelante las llamaremos cuerpos lamelares) y qué tipo de orden de 

membrana poseen, es posible ver que presentan unos valores de GP elevados 

que condicen con membranas en fase Ld de surfactante pulmonar (y algunas 

fases gel también). Tal como se reportara en trabajos previos, el surfactante 

pulmonar posee un orden lateral de membranas con coexistencia Lo/Ld 

(Bernardino de la Serna-2004, -2009). Lo valores calculados para las 

membranas internas de los cuerpos lamelares coinciden correctamente con los 
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reportados en 2009 por estos autores para el surfactante pulmonar nativo. Sin 

embargo, resulta interesante ver que la distribución de valores de GP para 

estas estructuras es muy baja y que mayoritariamente el interior de los cuerpos 

lamelares estaría compuesto por membranas tipo Lo. 

 Cuando se compara estos resultados con los obtenidos por el análisis de 

fasores espectrales, podemos ver que coinciden correctamente  y además este 

método permite identificar capas de diferente estado de relajación para el 

LAURDAN. Esto significa que muy posiblemente la estructura interna del 

cuerpo lamelar  tenga valores restrictos de agua y que las capas más cercanas 

al exterior se encuentren en un estado más hidratado y más cercano a una fase 

Ld. 

 Pese a la concordancia de estos resultados resulta importante hacer 

algunas precisiones sobre el análisis de estos resultados, dado el tipo de laser 

usado para la excitación. Como se introdujera en el capítulo 1, el LAURDAN en 

membranas en su estado basal, presenta dos poblaciones de la sonda 

dependiendo de la polaridad del entorno. La banda de excitación en el rojo se 

correlaciona con un estado basal estabilizado por los dipolos presentes en el 

entorno del LAURDAN. Cuando se usa un laser UV (ex 405 nm) 

preferentemente estamos seleccionado a esta población de moléculas de 

LAURDAN con un estado basal característico y que se relacionan con un 

espectro de emisión muy corrido al azul. Eso no es del todo considerado en la 

bibliografía y en los últimos años han empezado a aparecer reportes con el uso 

de laser UV para trabajar con LAURDAN, lo cual no es un problema, más allá 

del foto-apagamiento que la sonda puede sufrir, sin considerar esta 

característica de la sonda y entonces requiere ser cautelosos con el análisis de 

nuestros resultados. 

 Siguiendo  adelante con la discusión, resulta interesante que dado la 

imposibilidad de usar los sistemas de cursores que habíamos optimizado con 

las GUV de mezclas ternarias (capítulo 1), cuando analizamos la posición 

espectral de LAURDAN en MLVs de DPPC (en fase gel a 37ºC) la posición 

espectral de los cuerpos lamelares es muy cercana a la de la DPPC pero con 

un mayor ancho espectral. Esto podría deberse a otros entornos de LAURDAN 

con diferente relajación dipolar (por ejemplo proteínas), sin embargo en 

ensayos preliminares que no se muestran en esta tesis, no hemos visto 
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cambios significativos por pH y concentración de proteína en la posición del 

fasor espectral de LAURDAN en DPPC. Pensamos que, tal como sucede con 

las mezclas ternarias de DOPC:DPPC:Chol, el colesterol produce un cambio en 

el entorno de LAURDAN; en este caso la fase Ld tiene una posición espectral 

más al azul que la fase gel de DPPC. 

 Cuando incubamos con el anestésico a las células A549, vemos que el 

mismo produce un corrimiento espectral hacia el rojo tal como lo habíamos 

demostrado anteriormente para el EO-SP (figura 3.6 del capítulo anterior). Esto 

significa que el anestésico ingresa al organelo dada su gran lipofílicidad y 

modifica la dinámica de agua, asociado a los cambios físicos que el anestésico 

produce en membranas. 

 Este resultado da gran sustento al estado hipoxémico mantenido pos-

anestesia por los pacientes hasta 24 h después del periodo operatorio. Y 

además, permite expandir el esquema que propusiésemos en la figura 6 de 

Malacrida y colaboradores (Malacrida-2014), incluyendo una inhibición de 

surfactante pulmonar intracelular previo a su liberación. 

 El estudio sobre las alteraciones supramoleculares del sevoflurano en 

membranas modelo y surfactante pulmonar, mostró que el anestésico afecta la 

organización lateral de sistemas simples, cambiando la miscibilidad de las 

membranas. 

 Esto concuerda con los resultados de difracción de ángulo bajo de 

Weinrich y colaboradores, donde en un sistema binario igual al que utilizamos 

para este trabajo y mezclas ternarias, mostraron un aumento de la miscibilidad 

de los lípidos con diferente largo de cadena (DLPC, DPPC) (Weinrich-2012, -

2013). También está en línea con los resultados que soportan la disminución de 

la temperatura crítica para la miscibilidad de membranas con fase Lo/Ld (Gray-

2013). 

 Sin embargo, pensamos que el aporte más significativo de estos 

resultados radica en la posibilidad de que el anestésico puede transformar una 

membrana con fase gel/fluida en una membrana con coexistencias de fase 

liquida (Lo/Ld). Esto se desprende del análisis de circularidad de los dominios y 

la identificación final de dominios redondos en las membranas que fueron 

expuestas por largo tiempo al anestésico. 
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 El parámetro P2/A permite calcular la circularidad de una forma 

determinada y cuando ésta es circular su valor se acerca a 4, mientras que si 

se aleja de la misma toma valores mayores a éste (Fanani-2008). Para nuestro 

caso, si consideramos en parte el error de aplanar una hemi-vesícula y 

calculamos este valor, vemos, como era de esperar, que las membranas con 

fase gel/fluida tiene un elevado valor P2/A, mientras que al incluir el anestésico 

este valor disminuye. Pensamos que este es un punto en el recorrido hasta 

alcanzar el nuevo equilibrio termodinámico que se parece a una membrana 

Lo/Ld. 

 Cuando analizamos el efecto sobre las vesículas de EO-SP, vemos que 

disminuye la temperatura de melting (hecho que ya habíamos documentado), 

esto hace que sufra una prematura transición de fase que imposibilite el 

correcto funcionamiento. En una elegante revisión, Cañadas y Casals revisan 

el estado de conocimiento sobre la relevancia de la coexistencia de fases Lo/Ld 

para el surfactante pulmonar en su funcionamiento (Cañadas-Casals-2012). 

Resulta claro entonces que los efectos que los anestésicos inhalatorios 

producen sobre la función pulmonar, tienen su explicación molecular en la 

afectación supramolecular del surfactante pulmonar que conlleva a su 

inhibición tensoactiva. 

 Por último, es posible plantear que los resultados que se muestran en la 

figura 4.13, se correlacionen con un cambio en la función lipoproteíca del 

surfactante pulmonar y todo lo que esto implica en la organización de 

estructuras no lamelares, transporte de gases y el funcionamiento correcto del 

sistema. Lamentablemente no hemos podido incluir parte de los resultados 

obtenidos durante la pasantía por el Laboratorio del Prof. Gratton (estos 

experimentos son  también una colaboración con el Prof. Jesús Pérez-Gil) que 

abordan el estudio de las interacciones lípido-proteína y proteína-proteína con 

espectroscopia de cross-correlación, debido a diferentes dificultades y que 

algunos de ellos son ensayos preliminares que necesitan mayor profundidad en 

el análisis. Sin embargo, quisiera poder mencionar  que los primeros análisis 

que determinan la constante de difusión y oligomerización de la SP-B en 

presencia de sevoflurano (hecho nunca reportado hasta el momento), indican 

que éste afecta la oligomerización de la SP-B y disminuye la constante de 

difusión en un orden de magnitud. 
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Conclusiones y Perspectivas 

 De manera de organizar mejor los diferentes grupos de resultados 

presentados en los cuatro capítulos anteriores, nos parece pertinente hacer 

una conclusión capítulo por capítulo y posteriormente una consideración global 

de los alcances de la tesis. 

 1) Los gráficos de de fasores en el tiempo de vida y en estado 

estacionario, han demostrado poseer gran potencia para estudiar sistemas de 

membranas modelo y nativas. Parte de esta excelente performance  se debe a 

la utilización de las propiedades de vectores y el espacio de la transformación 

de Fourier. Pensamos que este trabajo muestra el desarrollo y validación de los 

métodos para sistemas de membrana que no era del todo claro en el pasado y 

creemos que en el futuro reciente puedan transformarse en métodos de gran 

valor para el estudio de sistemas nativos. Claramente, los resultados en 

microscopía otorgan una nueva dimensión al uso de estas herramientas y que 

en ningún punto de vista intentan competir con los clásicos métodos de GP u 

otros, sino que por el contrario, es posible extraer lo mejor da cada uno de ellos 

para lograr un mejor análisis de los resultados de LAURDAN en membranas 

celulares. Resulta evidente luego de finalizada la tesis, la relevancia que ha 

tenido el desarrollo de estas tecnologías para lograr la mejor comprensión de 

los complejos efectos de sevoflurano en membranas in vitro, in vivo y ex vivo. 

Esperamos prontamente poder publicar los resultados de esta sección, dado 

que ya se encuentran en etapa final de evaluación para ser enviado a la revista 

Methods and Applications in Fluorescence. 

2) Los resultados de este capítulo sentaron las bases de nuestra área de 

trabajo en el país y han permitido el desarrollo de múltiples espacios de 

colaboración. Básicamente, hemos podido demostrar por primera vez que los 

anestésicos inhalatorios de uso rutinario en la práctica clínica tienen la 

potencialidad de dañar la función pulmonar a partir de un efecto sobre la 

actividad y composición del surfactante pulmonar. Queda claro que existe un 

efecto dual de corto y largo plazo que la anestesia con ventilación mecánica 

puede producir sobre la función del surfactante. Es probable, y luego de los 

argumentos demostrados en esta tesis aún más,  que el esquema de inhibición 
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que proponemos para el anestésico y el surfactante pulmonar en nuestro 

trabajo (Malacrida-2014), se acerque con exactitud a la línea de eventos que 

pueden suceder durante la anestesia en el pulmón. Pensamos que será 

necesario evaluar con mayor precisión y nuevos abordajes los efectos celulares 

e inflamatorios que el modelo puede tener, pero resulta claro que la 

acumulación de liso-PC y la alteración de la capacidad tensoactiva, permiten 

explicar con exactitud el colapso alveolar que se encontró en los animales de 

experimentación y pacientes pos-anestesia. El colapso se relaciona de manera 

directa con la inhomogeneidad en la ventilación/perfusión, explicando los 

eventos de hipoxemia. Pero no podemos dejar de lado dos aspectos 

transcendentales a la luz de los resultados aquí antes mencionados. El primero 

radica en la posibilidad de que parte de la hipoxémia que los pacientes sufren 

durante la anestesia con ventilación mecánica sea alteración de la difusión de 

gases en la interfase alveolar. Claramente la organización del surfactante 

pulmonar es un hecho claro en esto y los anestésicos pueden generar este tipo 

de alteraciones, como se demuestra en esta tesis.  La segunda es que los 

mecanismos de apertura de los sacos alveolares a partir de inclusión de 

presiones al final de la inspiración o aumento de la presión meseta, no logran 

mantener el pulmón abierto una vez que el protocolo es finalizado. Esto 

pensamos es debido a la alteración o inestabilidad alveolar, debido a la 

afectación del surfactante pulmonar por la anestesia.  Esto no quiere decir, 

desde ningún punto de vista, que el uso de los gases anestésicos pueda 

ponerse en juicio por este problema, sino que por el contrario, más 

investigación relacionada a alternativas y mejor manejo de la ventilación 

mecánica o terapias suplementarias de surfactante pulmonar podrían contribuir 

a palear los efectos deletéreos que los anestésicos demostraron tener sobre la 

composición y función del surfactante pulmonar. 

3) La afectación funcional del surfactante pulmonar permite relacionar 

los efectos fisiopatológicos de la función pulmonar durante el uso de los 

anestésicos inhalatorios, con aspectos estructurales y funcionales de la 

inestabilidad alveolar y la mecánica pulmonar. Sin embargo nada nos dice de 

cuáles son los mecanismos moleculares que permiten explicar el evento. En 

esta sección hemos vinculado aspectos funcionales con ensayos de 

termodinámica clásica y espectroscopia moderna, para intentar comprender 
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mejor los mecanismos moleculares de la afectación del surfactante pulmonar 

durante la anestesia inhalatoria (y porqué no, de la teoría de la anestesia). En 

base a los experimentos de DSC y fluorescencia podemos concluir que el 

sevoflurano al incluirse en la membranas del surfactante pulmonar afecta las 

fuerzas de interacción lípido-lípido (sin dejar de lado interacciones lípido-

proteína), a través de alterar las propiedades dieléctricas e hidroestáticas en la 

interfase de las membranas, provocando una alteración en las fuerzas de 

interacción transeccional que determina su incapacidad funcional. Los 

experimentos con anisotropía de DPH y la función GP de LAURDAN (nuevo 

grafico GP vs r para aproximarnos a la evaluación del perfil lateral de presión), 

permiten proponer que las fuerzas de la sección transmembrana se ven 

afectadas por la inclusión del anestésico, mayoritariamente por un efecto de 

hidratación y electroestática de la interfase. Esto produce un re-arreglo del core 

de la membrana para compensar el cambio en las repulsiones electroestáticas. 

El grafico GP vs r, pensamos que permite aproximarnos experimentalmente a 

la teoría de la presión lateral de membranas y entra en una discusión valedera 

sobre los efectos de los anestésicos en membrana sin antecedentes hasta 

ahora. Los resultados permiten en parte explicar el mecanismo por el cual se 

afecta la capacidad tensoactiva, el cual creemos se produce a partir de 

modificar las propiedades fisicoquímicas de las membranas que impiden el 

correcto compactamiento y disminución de la tensión. Lo que parece suceder 

es el colapso prematuro de la interfase aire/surfactante y es probable que la 

formación de estructuras no lamelares pueda estar comprometida. Resta por 

comprender cómo es afectado el proceso de inclusión/exclusión de material 

tensoactivo de la interfase alveolar, para lo cual seguramente la espectroscopia 

de resonancia magnética nuclear (31P) y la difracción de rayos X de ángulo bajo 

seguramente otorgarán claridad al proceso. 

Nuestros resultados en parte exceden al modelo del surfactante 

pulmonar, debido a que, por ejemplo, el apartamiento de la teoría  

termodinámica de la anestesia permite plantear que cuando las membranas 

poseen mezclas con elevado contenido de colesterol, los anestésicos pueden 

afectar no solamente a las fases Ld sino también en parte a las fases Lo. Por 

otro lado,  los resultados en CBS son extrapolables en parte, a lo que sucede 

en los botones sinápticos, donde la formación de estructuras no lamelares es 
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elemento imprescindible para el correcto funcionamiento del sistema nervioso 

central. Nuestro resultado está en línea con el hallado por otros autores 

(Nguyen-2009) permite proponer que los anestésicos potencian la función de 

vesículas en una interfase, lo cual modifica los procesos de liberación y 

recaptación de neurotrasmisores.  

4) En este capítulo hemos podido describir por primera vez el efecto de 

los anestésicos inhalatorios sobre los cuerpos lamelares y membranas 

estudiadas por GUVS. Además, hemos dado una descripción de la 

organización de las membranas de los cuerpos lamelares, valiéndonos de los 

desarrollos metodológicos que esta tesis ha aportado y las propiedades 

espectroscópicas de LAURDAN. Los cuerpos lamelares parecen ser 

estructuras con membranas muy compactadas y escasa actividad de agua 

(más experimentos usando PRODAN podrían ser interesantes dado el alto 

reparto que tiene por agua), que además se organizan en formas de esferas de 

hidratación y que potencialmente puede ser explicado a través de la 

disminución de la entropía del sistema. 

Parece claro que al incluir anestésico en los alveolos éste se acumula en 

los cuerpos lamelares, por lo cual el efecto no solamente será sobre el que se 

encuentra en la interfase alveolar, sino que además es posible que el 

surfactante recién secretado y los reservorios en la hipofase (cuerpos 

lamelares y mielina tubular) puedan ser afectados por el anestésico. Es claro 

que la desorganización de estas estructuras afectará su funcionalidad y más 

experimentación será necesaria para comprender la mecanística del proceso. 

Por otro lado, los ensayos con GUVs nos permiten decir que no solo se 

afectan las propiedades fisicoquímicas de los lípidos y proteínas donde el 

anestésico se encuentre, sino que las organizaciones supramoleculares como 

los dominios de membranas también se ven afectados, siendo claves en 

procesos funcionales del surfactante pulmonar  como la señalización celular, 

por ejemplo. Los experimentos demuestran que los re-arreglos de hidratación y 

viscosidad comprometen desde la escala atómica-molecular (hidratación de un 

fosfolipido) a toda una organización celular. En el contexto del surfactante 

pulmonar, estos resultados demuestran el estrecho vínculo entre la 

funcionalidad y el orden lateral de membranas aunque claramente mucho más 

resta  por comprender sobre los aspectos de la interacción proteína-lípido. 
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Finalmente, creemos que esta tesis tal como su titulo lo ejemplifica, ha 

realizado un camino desde los aspectos funcionales del pulmón a los detalles 

moleculares y biofísicos que el sevoflurano provoca sobre el surfactante 

pulmonar. Pensamos que ha contribuido humildemente al estado del 

conocimiento sobre los efectos de los anestésicos sobre el pulmón y los 

sistemas de membrana en general. Lo más importante pensamos es hacer el 

camino inverso y tratar de correlacionar los detalles más precisos de nuestros 

resultados sobre la función final del pulmón. Seguramente en el futuro no tan 

lejano, podremos comprender, con el advenimiento de nueva tecnología como 

la fluorescencia in vivo de especies con autofluorescencia, cómo esto sucede in 

vivo y dentro del pulmón. Me gustaría poder finalizar tal como el Profesor Píriz 

siempre nos enseñase “No existen temas agotados, sino investigadores 

agotados sobre los temas”.  
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Anexos 

6.1. Lista de Publicaciones, premios y becas o proyectos recibidos 

6.1.1. Publicaciones 

 Sevoflurane anesthesia deteriorates pulmonary surfactant promoting alveolar 
collapse in male Sprague-Dawley rats.  

Malacrida L, Reta G, Piriz H, Rocchiccioli F, Botti H, Denicola A, Briva A. Pulm Pharmacol 
Ther. 2014 Aug;28(2):122-9. doi: 0.1016/j.pupt.2013.12.005. Epub 2014 Jan 3. 

 Phasor plots for lifetime and spectral studies of Laurdan and Prodan in 
membranes: A new perspective for membrane biophysics  

Leonel S. Malacrida, Rosina Toledo Gallo, Magdalena San Roman, Arturo Briva, Ana 
Denicola, Enrico Gratton, David M. Jameson. En preparación para Methods and Application in 
Fluorescence. 

 Gases in the air: affection of pulmonary surfactant function and supramolecular 
structure by sevoflurane anesthesia. 

Leonel Malacrida, Olga Cañadas, Elena López-Rodríguez, Rosina Toledo-Galo, Ana Denicola, 
Jesús Pérez-Gil, Cristina Casals, Arturo Briva. En preparación para PNAS. 

 The effect of sevoflurane on membranes: Studies using the environmental 
sensitive probe PRODAN.  

Leonel  Malacrida, Horacio Botti, Arturo Briva, David M. Jameson,  Ana Denicola. En 
preparación para Biophysical Journal. 

 Phasor Plots and Spectral Phasor Analysis of Laurdan and Prodan for Membrane 
Heterogeneity Studies: New Frontiers in Membrane Biophysics* 

Leonel S. Malacrida, Arturo Briva, Carrisa M. Vetromile, Enrico Gratton, Ana Denicola, David 
M. Jameson. Biophysical Journal,(2014) Vol. 106, Issue 2, p84a 

 Sleeping Bubbles: Effects of Volatile Anesthetics in the Lateral Structure of Giant 
Unilamellar Vesicles 
Leonel S. Malacrida, Arturo Briva, Luis A. Bagatolli, Pablo Aguilar, Ana Denicola. Biophysical 
Journal, (2013) Vol. 104, Issue 2, p33a 

 Deterioration of Pulmonary Surfactant by Volatile Anesthetics 

Leonel S. Malacrida, Olga Cañadas, Elena Lopez-Rodriguez, Horacio Botti, Jesús Perez-Gil, 
Ana Denicola, Cristina Casals, Arturo Briva. Biophysical Journal, (2012) Vol. 102, Issue 
3, p496a 

 Los anestésicos halogenados deterioran la composición de fosfolípidos en un 
sistema de surfactante pulmonar* 

Leonel Malacrida, Fabiana Rochiccioli, German Reta, Hector Píriz, Horacio Botti,  Ana 
Denicola, Arturo Briva. Respirar, (2012), numero 6, pag 22. 

 Halogenated Anesthetics Impairs Biophysical Properties of a Membrane Model of 
Pulmonary Surfactant* 

Leonel S. Malacrida, Horacio Botti, Fabiana Rochiccioli, Ana Denicola, Arturo Briva. 

Biophysical Journal, (2011)  Vol. 100, Issue 3, p505a–506a 

 Halogenated Anesthetics Impairs Biophysical Properties Of Pulmonary 
Surfactant.  

Briva A; Malacrida L.; Botti H.; Rocchiccioli F.; Soto JP.; Angulo M.; Denicola A. American 
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, v.: 183, 2011 
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 Halogenated Anesthetics Impairs Phospholipid composition from a Pulmonary 
Surfactant System.  

Malacrida L.; Briva A; Rocchiccioli F.; Reta G.; Piriz H. American Journal of Respiratory and 
Critical Care Medicine, v.: 181, 2010 
 

* Los trabajos señalados han recibido premios locales e internacionales que se detallan a 
continuación. 

 

6.1.2. Premios 

 International Travel Award - Premio por el Trabajo: Phasor Plots and Spectral Phasor 
Analysis of LAURDAN and PRODAN for membrane heterogeneity studies: New 
Frontiers in Membrane Biophysics, 2014. 58

th
 Annual Meeting of Biophysical Society 

American Biophysical Society (Internacional). (Dotación económica de U$S 700) 

 Primera mención a mejor trabajo de investigación del Hospital de Clínicas del año 
2012-2013 por: Sleeping Bubbles: Effects of Sevoflurane in the lateral organization of 
Giant Unilamellar Vesicles., Semana Académica del Hospital de Clínicas  2013, 
Montevideo-Uruguay (Local). 

 Premio a mejor trabajo de investigación del Hospital de Clínicas del año 2011-2012 por: 
Los anestésicos halogenados deterioran la composición de fosfolípidos en un 
sistema de surfactante pulmonar, Semana Académica del Hospital de Clínicas, 2-5 de 
octubre de 2012, Montevideo-Uruguay (Local).(Dotación económica de U$S 1500) 

 1° Mención a mejor trabajo de Investigación Básica del 8° Congreso de la Asociación 
Latinoamericana de Tórax (ALAT), por: Los anestésicos halogenados deterioran la 
composición de fosfolípidos en un sistema de surfactante pulmonar, 2012 (Regional). 

(Dotación económica de U$S 250) 

 International Travel Award - Premio por el Trabajo: Halogented Anesthtics impairs 
Biophysical properties of a membrane model of Pulmonary Surfactant, 2011. 55

th
 

Annual Meeting of Biophysical Society American Biophysical Society (Internacional). 
(Dotación económica de U$S 820) 

 Mención Mejor Poster de la Sección Biofísica de la 7° Jornada de la Seccional 
Bioquímica y Biología Molecular, Sociedad Uruguaya de Biociencias (SUB) 2011. Por: Rol 
del Surfactante Pulmonar en la Lesión Pulmonar Aguda: desde la Fisiopatología a 
aspectos Biofísicos de su función, (Nacional). 

6.1.3. Proyecto o Becas 

3. Beca de Movilidad de la Agencia Nacional de Investigación e Innovación 
(BE_MOV_2010_1913). Para la realización de una pasantía en el Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular I, Universidad Complutense de Madrid-España. Bajo la 
supervisión de la Prof. Cristina Casals. 

4. Beca de Finalización de Maestría, Comisión de Posgrados Académicos, Universidad de 
la República (2012). 

5. Proyecto I+D-2012 CSIC, Proyecto “Surfactante Pulmonar durante la Lesión Pulmonar 
Aguda: Abordaje funcional estructural y terapéutico.” Responsable Académico: Leonel 
Malacrida. 

6. Proyecto de Iniciación a la Investigación ANII, Proyecto “Buscando en la evolución 
estrategias terapéuticas para la lesión pulmonar: ¿Existe un surfactante pulmonar 
terapéutico patología específico?”, Resposable: Rosina Toledo, Tutor: Leonel Malacrida.  
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6.2. Códigos MatLab 

A continuación se proveen los código para el calculo de espectros medios, 

GP, CM y SP en primer y segundo armónico en MATLAB, el código reconoce 

4 columnas contiguas en un archivo .csv (/IF) y calcula el valor medio para 

los tres primeros espectros restando el blanco que se definió siempre a la 

posición 4 del holder de celdas en nuestro fluorimetro (esto ha sido realizado 

en colaboración con el MSc. Magdalena San Róman). 

7. function 
[mgp,sgp,mcm,scm,mgi1,sgi1,msi1,ssi1,mgi2,sgi2,msi2,ssi2]=gp_cm_sp(

L,condicion,lambda1,lambda2) 

8.   
9. % corrijo por el control 
10. L_c=L.data(:,1:6); 

11. for i=2:2:6; 

12. L_c(:,i)=L.data(:,i)-L.data(:,8); 

13. end 

14.   

15. %%% plot de espectros correjidos 

16. if condicion==1 

17.    color='b'; 

18. elseif condicion==2 

19.    color='g'; 

20. elseif condicion==3 

21.    color='r'; 

22. elseif condicion==4 

23.     color='m'; 

24. elseif condicion==5 

25.     color='c'; 

26. end 

27.      

28. figure(1) 

29. plot(L_c(:,1),mean([L_c(:,2) L_c(:,4) L_c(:,6)],2),color) 

30. xlabel('lambda') 

31. ylabel('I (a.u.)') 

32. hold on 

33.   

34. %%% 

35. ix_lambda1=find(L_c(:,1)==lambda1); 

36. ix_lambda2=find(L_c(:,1)==lambda2); 

37.   

38. %%% GP 

39. gp=[]; 

40. for i=2:2:size(L_c,2) 

41. gp=[gp (L_c(ix_lambda1,i)-

L_c(ix_lambda2,i))/(L_c(ix_lambda1,i)+L_c(ix_lambda2,i))]; 

42. end 

43. mgp=mean(gp); 

44. sgp=std(gp)/(length(gp))^(1/2); 
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45.   

46. % figure(2) 

47. % plot(ejex,mgp,'b*',ejex,mgp) 

48. % errorbar(ejex,mgp,sgp) 

49. % xlabel('ejex') 

50. % ylabel('gp') 

51. % hold on 

52.   

53. %%% CM 

54. cm=[]; 

55. for i=2:2:size(L_c,2) 

56. cm=[cm sum(L_c(:,i)./(L_c(:,i-1)*1e-7))/sum(L_c(:,i))]; 

57. end 

58. mcm=mean(cm); 

59. scm=std(cm)/(length(cm))^(1/2); 

60.   

61. %%% spectral phasor calculation 

62.   

63. hn=1;%numero de armonico 

64. w=2*pi/((max(L_c(:,1))-min(L_c(:,1)))*1e-7); 

65.   

66. % Gi 

67. gi=[]; 

68. for i=2:2:size(L_c,2) 

69. gi=[gi sum(L_c(:,i).*cos(hn*w*(L_c(:,i-1)*1e-

7))./sum(L_c(:,i)))]; 

70. end 

71. mgi1=mean(gi); 

72. sgi1=std(gi)/(length(gi))^(1/2); 

73.   

74. % Si 

75. si=[]; 

76. for i=2:2:size(L_c,2) 

77. si=[si sum(L_c(:,i).*sin(hn*w*(L_c(:,i-1)*1e-

7))./sum(L_c(:,i)))]; 

78. end 

79. msi1=mean(si); 

80. ssi1=std(si)/(length(si))^(1/2); 

81.   

82. hn=2;%numero de armonico 

83. w=2*pi/((max(L_c(:,1))-min(L_c(:,1)))*1e-7); 

84.   

85. % Gi 

86. gi=[]; 

87. for i=2:2:size(L_c,2) 

88. gi=[gi sum(L_c(:,i).*cos(hn*w*(L_c(:,i-1)*1e-

7))./sum(L_c(:,i)))]; 

89. end 

90. mgi2=mean(gi); 

91. sgi2=std(gi)/(length(gi))^(1/2); 

92.   

93. % Si 

94. si=[]; 
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95. for i=2:2:size(L_c,2) 

96. si=[si sum(L_c(:,i).*sin(hn*w*(L_c(:,i-1)*1e-

7))./sum(L_c(:,i)))]; 

97. end 

98. msi2=mean(si); 

99. ssi2=std(si)/(length(si))^(1/2); 

 

Hoja 2 

clear all 
close all 
clc 
%% 
condicion=input('condicion (del 1 al 5): '); % cada condicion 

corresponde a una serie distinta, por ejemplo para ver el efecto de 

sevofluorano 

  
ejex=input('ingrese vector con valores de ejex ([x1 x2]): '); %[x1 x2 

x3 ...] 

  
lambda1=input('ingrese valor para lambda 1 (440, 340 etc): ');  
lambda2=input('ingrese valor para lambda 2 (490, 400 etc): ');  
%% 

  
% v_gp=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_sgp=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_cm=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_scm1=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_gi1=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_si1=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_cm2=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_scm2=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_gi2=zeros(condicion,length(ejex)); 
% v_si2=zeros(condicion,length(ejex)); 

  

  
for j=1:condicion 
    for i=1:length(ejex) 
        existe=input(['analizar condicion ' num2str(j) 'en ejex=' 

num2str(ejex(i)) '? (si=1, no=0) ' ]); 
        if existe==1 
            [FileName,PathName] = uigetfile('*.csv',['Selec. archivo 

de condicion' num2str(j) 'y ejex =' num2str(ejex(i))]); 
            disp(FileName) 
            L=open(FileName); 

  
            % gp y cm 
            

[mgp,sgp,mcm,scm,mgi1,sgi1,msi1,ssi1,mgi2,sgi2,msi2,ssi2]=gp_cm_sp(L,j

,lambda1,lambda2); 

  
            v_gp(j,i)=mgp; 
            v_sgp(j,i)=sgp; 
            v_cm(j,i)=mcm; 
            v_scm(j,i)=scm; 
            v_gi1(j,i)=mgi1; 
            v_sgi1(j,i)=sgi1; 
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            v_si1(j,i)=msi1; 
            v_ssi1(j,i)=ssi1; 
             v_gi2(j,i)=mgi2; 
            v_sgi2(j,i)=sgi2; 
            v_si2(j,i)=msi2; 
            v_ssi2(j,i)=ssi2; 
        end 
    end 
end 
%% plot 

  
for k=1:condicion 

  
    if k==1 
        color='b*'; 
    elseif k==2 
        color='g*'; 
    elseif k==3 
        color='r*'; 
    elseif k==4 
        color='m*'; 
    elseif k==5 
        color='c*'; 
    end 

     
    figure(2) 
    hold all 
    p2=plot(ejex,v_gp(k,:),color); 
    errorbar(ejex,v_gp(k,:),v_sgp(k,:),color) 
    xlabel('% Cholesterol') 
    ylabel('GP') 

   
    figure(3) 
    hold all 
    p3=plot(ejex,v_cm(k,:),color); 
    errorbar(ejex,v_cm(k,:),v_scm(k,:),color) 
    xlabel('% Cholesterol') 
    ylabel('Center of spectral mass (CM, cm-1)') 

     
    if k==1 
        color2='b'; 
    elseif k==2 
        color2='g'; 
    elseif k==3 
        color2='r'; 
    elseif k==4 
        color2='m'; 
    elseif k==5 
        color2='c'; 
    end 

     
    figure(4) 
    hold all 
    ra=1; 
    [x,y,z]=cylinder(ra,200); 
    plot(x(1,:),y(1,:),'k:'); 
    axis equal 
    p4=plot(v_gi1(k,:),v_si1(k,:),color); 
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errorbarxy(v_gi1(k,:),v_si1(k,:),v_sgi1(k,:),v_ssi1(k,:),{color,color2

,color2}) 
    xlabel('G') 
    ylabel('S') 
    title('primer armonico') 

     
    figure(5) 
    hold all 
    ra=1; 
    [x,y,z]=cylinder(ra,200); 
    plot(x(1,:),y(1,:),'k:'); 
    axis equal 
    p5=plot(v_gi2(k,:),v_si2(k,:),color); 
    

errorbarxy(v_gi2(k,:),v_si2(k,:),v_sgi2(k,:),v_ssi2(k,:),{color,color2

,color2}) 
    xlabel('G') 
    ylabel('S') 
    title('segundo armonico') 
end 

  

Ejemplo de resultados para comportamiento termotrópico de LAURDAN 

en membranas de surfactante pulmonar, gráficos del espectro medio para cada 

situación, vector gp, cm, gi1 vs si1 (SP primer armónico), gi2 vs si2 (SP 

segundo armónico), todos los vectores son graficados con sus respectivos 

errores estándar medio. La rutina permite hacer análisis de espectros de 

excitación y emisión. 
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