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Resumen

El surfactante pulmonar es un componente clave en la funcion del
pulmén. Elementos que puedan afectar su composicion o actividad, sin dudas
tendrdn un efecto sobre la funcidn pulmonar. A partir de su particular
composicién lipoproteica, el surfactante pulmonar es capaz de disminuir la
tension superficial al final de la espiracion, evitando el colapso alveolar en cada
ciclo respiratorio. La anestesia inhalatoria es una herramienta de uso médico
primaria en la cirugia, sin embargo, la relacion entre las hipoxemias mantenidas
en el pos-operatorio inmediato y la funcién pulmonar por el uso de anestésicos
inhalatérios, no esta completamente comprendida. Cuando un paciente recibe
una anestesia inhalatdria, su sistema pulmonar es la primer barrera a los
anestésicos y la estructura corporal con mayor concentracion del anestésico.
La disminucién o incapacidad funcional del surfactante pulmonar por la
anestesia inhalatoria esta sugerida en la literatura, pero no existe evidencia
certera de su relacién. En esta tesis nos planteamos un abordaje traslacional
gue estudia los efectos del sevoflurano desde la fisiopatologia pulmonar a los
aspectos moleculares de la anestesia en membranas. Nuestros resultados nos
permiten relacionar a la disfuncién del surfactante pulmonar como elemento
clave en el proceso de colapso alveolar y alteracion del intercambio gaseoso
gue los pacientes sufren durante la anestesia. Este mecanismo se relaciona
con afectacién del orden lateral de las membranas de surfactante pulmonar por
la inclusiébn de los anestésicos, afectando el estado de hidratacion y
modificando la dindmica de las mismas. Esto se correlaciona con una
incapacidad tensoactiva para disminuir la tension al final de la espiracion, que
con lleva a inestabilidad alveolar y colapso. Los resultados de la presente tesis
son concluyentes y permiten hacer un andlisis traslacional entre los aspectos

biofisicos y la funcién pulmonar.
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Introduccion

2.2.El Pulmon
2.2.1. Origen y Evolucion

El origen embrioldgico del pulmon se encuentra asociado a etapas
tempranas de la evolucion en la que los primeros tetrapodos abandonan la vida
acudtica 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 esofagico, por lo que el origen del
tejido pulmonar es el endodermo acompafiado secundariamente por el
mesodermo, del cual se origina la vascularizacion 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 invaginacion del ectodermo.

El aparato respiratorio estd compuesto de estructuras especialmente
adaptadas al medio terrestre y a la respiracion aérea. Basicamente, su funcién
esencial es poder movilizar cantidades variables de aire desde y hacia la
atmosfera para promover el intercambio de gases (ingreso de oxigeno y
eliminacién de anhidrido carbdnico). Esto debe ocurrir en un espacio que
permita la transferencia de los gases entre un entorno liquido y otro gaseoso.
Este espacio es el sector alveolar, caracterizado por una estructura
multilobulada de distribucién 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 mamiferos y aves, comparando con la respiracion
branquial que usan los peces. Mientras los peces destinan aproximadamente
un 20% de su energia metabdlica en respirar, las aves y mamiferos solamente
emplean un 2%, esto denota la relevancia que tiene esta gran superficie de
intercambio en la optimizacion de la energia destinada para ello. Sin embargo,
esta eficacia esta fuertemente basada en un disefio desafiante: el sector de
intercambio (alveolar) es el estructuralmente més fragil 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 deformacién
constante (desde el colapso a la distension) promovido por el ciclo respiratorio.

En mamiferos, la caja toracica aloja al tejido pulmonar, el cual se
encuentra dividido en dos estructuras simétricas (pulmones), conectados a un
sistema de transporte desde y hacia la atmdésfera (via aérea). La caja toracica
presenta tres componentes basicos: el 6seo (columna dorso-lumbar y costillas)
para dar soporte, el muscular (fundamentalmente diafragma, pero también
musculos intercostales y cervicales) para generar cambios de presion y el
pleural (conformado por dos hojas serosas, una visceral y otra parietal que
otorgan hermeticidad al espacio intratoracico y menor rozamiento para que el
tejido pulmonar se deslice dentro de la caja). La via respiratoria conformada por
la via 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 (oxigeno y dioxido 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 oxigeno y diéxido

de carbono y se realiza por difusion pasiva.

Figura 1. Imagen de la
distibucion bronquial y estructura

alveolar. A) Estructura del arbol bronquial

en el pulmén de mamiferos. B) Sacos
alveolares formados por mudltiples
unidades simples de alvéolos. C y D)
Micrografias electrénicas de los alvéolos
agrupados en sacos alveolares en donde
se distinguen los alvéolos de forma

individual.

[ ———— e e e

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

millones de alvéolos, con un tamafio promedio de 75 a 300 micras de diametro
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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 mamiferos, todos se caracterizan por poseer estructuras
alveolares recubiertas por finas peliculas de fluido (del inglés, epitelial lining
fluid), que permiten la difusion de gases mediante cambios ciclicos de
volumen. Esta estructura debe de sufrir grandes cambios de presion durante el
ciclo respiratorio y maximizar la superficie de intercambio gaseoso con el gasto

energético minimo (Clements-1961).

2.2.2. Fisiologia

La funcién esencial del aparato respiratorio consiste en desplazar
volumenes de aire desde la atmésfera a los pulmones y viceversa. Este
proceso es conocido como ventilacién y consta de un proceso ciclico de dos
etapas: la inspiracion, que provoca la entrada de aire a los pulmones; y la
espiracion, que impulsa su salida. Este proceso sucede en las grandes vias
respiratorias como mencionamos anteriormente. Sin embargo, en los sacos
alveolares tal como se mencionara anteriormente, los gases contenidos en el
aire que ingresa al pulmén difunden a favor de su gradiente de concentracion,
de lo cual resulta la simultanea oxigenacion y detoxificacion de la sangre.

El volumen corriente (volumen total de aire que entra al tejido pulmonar
durante la respiracion tranquila del ciclo respiratorio), esta en estricta relacion
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 difusion pasiva una barrera fisica que se constituye de:
una pelicula superficial acuosa, las células epiteliales que forman la pared del
alveolo, la capa intersticial, las células endoteliales de los capilares
sanguineos, el plasma y la membrana del eritrocito que capta o libera los gases
(Figura 2).
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Surfactante Pulmonar

Neumonocito Tipo-II

Neumonocito
Tipo |
P Capilar

Figura 2. Representacién esquemaética de la barrera alveolo-capilar, extraido de
Cafadas-Casals-2012.

Como podemos ver en la figura 2 en el epitelio alveolar existen dos tipos
diferentes de células, las células tipo | o neumocitos de tipo | (N-I, planas) que
provienen de la diferenciacién de los neumaocitos tipo Il (N-II, cuboidales). Los
N-1 no se dividen, cubren el 90 % del epitelio alveolar y son células escamosas,
de estructura aplanada y delgada para facilitar la difusion gaseosa.

Los N-Il son las mas 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.
Ademas estan implicados en generar componentes de la matriz extracelular y
moléculas mediadoras en los procesos de crecimiento, desarrollo, inflamacion,
lesion y reparacion del tejido pulmonar, como citoquinas y factores de
crecimiento. Se han descrito mas de 600 genes de expresion diferencial entre
neumocitos de tipo | y de tipo Il (Gonzalez-2005).
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Existen ademas en el epitelio respiratorio macréfagos alveolares para el
mantenimiento de una superficie respiratoria libre de particulas y entidades

patdégenas que hayan podido entrar por las vias respiratorias.

2.3. Surfactante Pulmonar

El epitelio alveolar es la primera barrera a contaminantes y patdgenos a
través de la via aérea; como mencionamos anteriormente estd constituido
mayoritariamente por dos grupos de células N-1 y N-ll. Estas células son
responsables de la reabsorcion activa del edema pulmonar, sintesis y secrecion
de surfactante y participan en los procesos de inflamacion y reparacion
pulmonar.

Los N-II se encargan de la sintesis y secrecion del surfactante pulmonar
al espacio alveolar en la fina capa acuosa que reviste al epitelio, que se conoce
como hipofase. Posteriormente luego de su adsorcibn en la interfase
aire/liquido cumple con su funcion principal de disminuir la presion intra-
alveolar al final de la espiracién evitando el colapso alveolar (Zuo-2008). Su
composicién es una mezcla de fosfolipidos (FL) y proteinas, mayoritariamente,
siendo muy especifica cuando se compara con otras membranas celulares y

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

2.3.1. Biosintesis y transporte de lipidos.

Luego de sintetizado el surfactante es almacenado en estructuras
subcelulares denominadas cuerpos lamelares, las cuales son membranas
altamente empaquetadas con lipidos y proteinas relacionadas al surfactante
pulmonar. Luego de finalizado el proceso de maduracion del cuerpo lamelar
éstos son almacenados hasta que sea necesaria su secrecién al espacio
acuoso alveolar por un proceso activo. En la hipofase el cuerpo lamelar sufre
diversas transformaciones como la formacion de mielina tubular o su adsorcion
a la interfase aire-liquido para formar una pelicula (monocapa) que es
necesaria para llevar a cabo su funcion tensoactiva (Figura 3). La formacion de
la mielina tubular depende de una composicion lipidica adecuada, la presencia
de las proteinas del surfactante (SP-Ay -B) y de calcio (Benson-1984; Suzuki-
1989; Poulain-1992).
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Méas alla de formar la monocapa y la mielina tubular luego de la
secrecion al espacio alveolar, se han podido identificar estructuras
membranosas (multi-bicapas) en la hipofase cercana a la monocapa, las cuales
se cree estan adheridas a la interfase aire-liquido y colaboran como reservorio
de material tensoactivo a la monocapa interfacial (Schirch-1998, Bachofen-
2005).

Figura 3: Imagenes de microscopia electrénica. A) la fusiébn de un cuerpo
multivesicular (MVB) con un cuerpo lamelar (LB) en neumocitos tipo Il de pulmones de ratén
(Weaver-2002). B) La organizacién de la mielina tubular (MT) a partir de los cuerpos lamelares
(Young-1992). C) La pelicula superficial de surfactante sobre un neumocito, en la que se

aprecian estructuras multilamelares.

Clasicamente los cuerpos lamelares se conciben en base a los
estudios de microscopia electronica, como estructuras altamente compactadas
gue requieren un adecuado ensamblaje de elementos de tipo bicapa, lo cual es
necesario para la correcta insercion y funcionalidad del material (Figura 3).

Se ha demostrado que el alto grado de compactacion 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 acumulacién de los cuerpos multivesiculares en los N-
I (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 algun tipo de actividad esencial
para la compactacion y almacenamiento de los lipidos del surfactante dentro de

los cuerpos lamelares.
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En los ultimos afios se ha identificado como elemento clave de la
maduracion de los cuerpos lamelares a una proteina de membrana
denominada proteina transportadora de union a ATP A3 (ABCA3, del ingés
ATP-binding cassette A3). Esta proteina pertenece a la familia de
transportadores de membrana que emplean la hidrélisis del ATP para el
bombeo de diferentes moléculas a través de membranas celulares (Hollenstein-
2007, Linton-2007). Se piensa que la proteina ABCA3 seria responsable del
bombeo de lipidos del surfactante a los compartimentos similares a los de la
via endosomal para dar lugar a la biogénesis de los cuerpos lamelares
(Mulugeta-2002, Ban-2007). La actividad de la proteina ABCA3 permite explicar
la acumulacion de especies saturadas en las membranas de surfactante, y
ademds promoveria la acumulacion de membranas en el interior de los cuerpos
multivesiculares para dar lugar a la formacion de estructuras mas densamente
empaqguetadas en los cuerpos lamelares una vez integrada la proteina SP-B
madura.

Parte del material es reciclado desde el epitelio alveolar luego de ejercer
su funcién tensoactiva, pero mas alla de este reciclado, N-ll posee toda la
maquinaria enzimatica para la sintesis de novo de sus componentes. Pese a
ser ésta la célula especializada en la sintesis y secrecion de surfactante
pulmonar, también las células Clara (células epiteliales bronquiolares), pueden
producir las proteinas y lipidos (a excepcion de SP-C). Sin embargo, esta
sintesis no parece tener relevancia en el pool alveolar del surfactante pulmonar
(Weaver-1998).

Los lipidos son sintetizados en el reticulo endoplasmico de los N- I,
donde la sintesis del lipido mayoritario del surfactante, dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), se puede realizar por dos vias: sintesis de novo o reciclado de PC
insaturada. Siendo la ultima de éstas la principal via de sintesis de la DPPC
(aprox. 55%), es necesario la presencia de la fosfolipasas A2 y peroxirredoxina
6 (dependiente e independiente de calcio respectivamente), asi como de la
lisofosfatidilcolina aciltransferasa.
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Figura 4: Rutas sintéticas de la fosfatidilcolina. LPX= Lisofosfolipido;

PX=Fosfolipido.

Para la sintesis de fosfatidilglicerol (PG), es necesaria la enzima
fosfatidilglicerofosfato sintasa y tanto PG como el fosfatilinositol tiene como
precursor comun al CDP-diacilglicerol (Perez-Gil-Weaver-2010). Mientras que
para el colesterol se cree que el 90-99% deriva de las lipoproteinas séricas,
principalmente VLDL (Guthmann-1997), pese a eso sin embargo, dependiendo
de los niveles de lipoproteinas en sangre es posible la sintesis de colesterol en
el N-1l a partir de acetato o glucosa (Batenburg-Haagsman-1998).

Luego de sintetizado en el reticulo endoplasmico y hasta la acumulacion
como cuerpos lamelares, los lipidos son transportados mediante diferentes
vias: i) transporte vesicular (pasando por el aparato de Golgi y los cuerpos
multivesiculares), ii) transporte no vesicular y iii) difusion directa entre el reticulo
y los cuerpos lamelares, por lo cual es de vital importancia la presencia de
ciertas proteinas que aseguren el contacto transitorio entre ambas estructuras
(Perez-Gil-Weaver-2010).

2.3.2. Biosintesis de proteinas

El surfactante pulmonar posee 4 proteinas especificas denominadas:

SP-A, -B, -C y -D, todas son sintetizadas principalmente en los N-Il. Aunque las
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proteinas SP (excepto SP-C) son también expresadas en las células no ciliadas
del epitelio bronquioalveolar y células clara (Batenburg-Haagsman-1998), mas
aun, también se han podido identificar en el tracto gastrointestinal (Fisher-
Manson-1995). La expresion de SP-A y —-D en las mucosas y otros érganos
externos se cree gue tiene como objetivo la defensa contra microorganismos
como es el caso de las glandulas 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 0jo, lo que hace pensar de la existencia de complejos
tipo surfactante para estabilizar la interfase aire-liquido ocular (Brauer-2007a).
La SP-A es una colectina con sitio de reconocimiento de azucares y en
el humano se encuentra codificada por dos genes con secuencia muy
conservada, SP-Al y SP-A2, localizados en el cromosoma 10. La importancia
fisiologica de la existencia y coexperesion de estos dos genes ha sido puesta
en evidencia en los ultimos afios (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 proteinas poseen un péptido sefial que luego de su
translocacion al reticulo endoplasmico es eliminado. En el reticulo sufren varias
modificaciones postraduccionales, dentro de las que se incluyen:
glicosilaciones e hidroxilaciones. En la Figura 8 se resume el proceso de

expresion y maduracion de ambas colectinas.
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Figura 5: Sintesis y procesamiento de la SP-A (A) y SP-D (B) humanas y su localizacion
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 esta compuesto por 8 exones, 4 regiones
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codificantes y 5 regiones no traducidas. En los monémeros de SP.Ay SP-D maduras se han
representado las prolinas hidroxiladas (OH) y la glicosilacion (Y) del dominio colagénico, los
puentes disulfuro intramoleculares (-S-S-) asi como las cisteinas (S) que estabilizan la

estructura oligomérica.

Tanto la SP-B como la SP-C son sintetizadas en forma de precursores
(prepro-proteina) y se codifican en el cromosoma 2 y 8, respectivamente.
Estos precursores tienen 40-42kDa y 21 kDa, respectivamente. Ambas son
sintetizadas en el reticulo endoplasmico 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 proteoliticamente en
varias etapas a lo largo de la ruta de secrecién para dar lugar a los polipéptidos
maduros activos. En la figura 6 es posible ver los compartimentos
intracelulares y las etapas proteoliticas que se conocen para el procesamiento
de las proteinas 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 proteinas estan relacionados a una
proteccion de las proteinas maduras de los entornos hidrofilicos y pueden
brindar un correcto plegamiento evitando su agregacion dada su elevada
hidrofobicidad. Es practicamente desconocido el destino de los segmentos N y
C terminal de ambas, pero se conoce que la region 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
proteina (Mulugeta-2007). Por lo cual se plantea que tenga alguna funcion tipo
chaperona no solamente relacionado con la maduracién de la SP-C, sino que
podria ser luego de eliminado este precursor para facilitar el correcto
plegamiento de otras proteinas. 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 caracteristicas citoliticas y
antibacterianas (Olmeda-2011, Yang- 2010).
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Figura 6: Ruta de procesamiento de las proteinas hidrofébicas (SP-B y -C) del
surfactante pulmonar en el N-Il. Figura modificada por la Dra. Elena Lépez-Rodriguez a
partir de Nogee-1998, Brasch-2002, ten Brinke- 2002, Brasch- 2004 y Mulugeta-Beers-2006.

Cuando existe algun proceso de alteracion en el normal procesamiento
de las proteinas (pero particularmente para la SP-B), se produce una
insuficiencia respiratoria severa. Por ejemplo, la acumulacién de proteinas
desplegadas en el reticulo endoplasmico, 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 sefales
para apoptosis, produciendo un dafio severo que se conoce como fibrosis
pulmonar idiopéatica (IPF, del inglés idiopathic pulmonary fibrosis) (Gunther-
2012).

2.3.3. Secrecion de surfactante pulmonar

La secrecion de todos los componentes del surfactante pulmonar se
lleva a cabo por dos vias: i) Secrecidén asociada a cuerpos lamelares (lipidos y
proteinas hidrofébicas) y ii) Secrecibn no asociada a cuerpos lamelares

(proteinas hidrofilicas). Como mencionamos anteriormente, las proteinas
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hidrofébicas del surfactante, SP-B y SP-C, en encuentran en el espacio
subcelular de los N-1l en los cuerpos lamelares, y son secretadas en conjunto a
los lipidos que son responsables de la actividad tensoactiva (Oosterlaken-
Dijksterhuis-1991b). Sin embargo, para las proteinas hidréfilicas (SP-A 'y SP-D),
cuando la secrecién 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) Secrecibn asociada a cuerpos lamelares. Como vimos
anteriormente las proteinas SP-B y SP-C tienen una via exocitica dependiente
del reticulo endoplasmico, 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 magquinaria enzimatica muy importante para el correcto procesamiento
temporal y espacial de la proteina destacandose la aspartil proteasa napsina A
y la cistein 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 delecion del gen para la SP-B, mas alla 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 estaria 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) Secrecién independiente de los cuerpos lamelares. Las proteinas
SP-A y SP-D, pertenecen a la familia de las colectinas y se asocian
principalmente a la defensa inmune innata (Casals-Garcia-Verdugo-2005;
Wright- 2005), sin embargo esto es algo que estd cambiando conceptualmente
y se discutirh mas adelante. Ambas presentan una organizacion estructural
similar, que puede resumirse como un fragmento N-terminal corto, seguido de
un segmento colagénico conectado a través de una region conectora helicoidal
con un dominio de reconocimiento de carbohidratos (Crouch-Wright- 2001).

Estas proteinas forman homotrimeros que ademas se ensamblan en
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estructuras de orden mayor (Kuroki-Voelker-1994). Pese a que las funcién
principal de la SP-A es la eliminacion de patégenos de las vias aéreas y
también la modulaciébn de la respuesta pro-inflamatoria (Arias-Diaz-2000;
Wright-2005; Sano-2005), se ha identificado que esta proteina es clave para la
formacion de la mielina tubular (Poulain-1992). Ademas se ha podido demostrar
experimentalmente que tiene propiedades de preservacion de las propiedades
tensoactivas del surfactante (Cockshutt-1990; Casals-2001) frente a agentes
inhibidores de la funcién tensoactiva, como puede ser la proteina C-reactiva
(Sanez-2010). Se conoce que la SP-A regula la secrecion del surfactante
(Dobbs-1982) y al mismo tiempo promueve el reciclado de los fosfolipidos de la
hipofase por parte de los N-Il (Bates-1994). SP-A se transporta via 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-Ay 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 organulos.

2.3.4. Regulacion de la secrecion

La secrecion de los cuerpos lamelares puede ser desencadenada por
diferentes factores, pero por sobre todo, el estimulo mas importante para su
secrecidn es la distensidn mecanica a la que son expuestos los N-1l durante la
respiracion (Wirtz —Dobbs-1990). El primer suspiro de un recién nacido a
término puede desencadenar la secrecion masiva de surfactante necesario
para las primeras inspiraciones (Massaro-Massaro-1983; Rooney-2001). Pérez-
Gil discute sobre la estructura de los cuerpos lamelares, considerandolas como
estructuras con un gran contenido energético en su interior (asociado al
empaquetamiento de unidades hidrofébicas), que al llegar a la interfase, de
alguna manera liberan su contenido como una “explosion” del organelo (Pérez-
Gil 2008b) (ver figura 7).
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Figura 7 Imagen de
microscopia electrénica que
permite ver la liberacion del
contenido de un cuerpo lamelar
en la membrana apical (Tomado
de Rooney-1994)

El mecanismo descripto para el efecto de la distension y secrecion del
surfactante pulmonar es mediado por calcio citosolico, el cual es necesario
para la fusion de los cuerpos lamelares con la membrana apical del neumocito
(Ashino-2000; Frick-2004). Los receptores B-adrenérgicos, adenosina A2B, y
purinérgicos P2Y2, a través de la union a ATP desde el espacio alveolar,
producen la estimulacion de estos receptores que desencadena una cascada
de sefiales mediada por la proteina-kinasa A (PKA), la proteina kinasa C (PKC)
y la kinasa calcio-calmodulina dependiente (Rooney-2001; Dietl-Haller-2004;
Garcia-Verdugo-2008). Cuando se produce una activacion simultanea por
distintas vias de sefalizacion es posible incrementar la secrecion del
surfactante pulmonar hasta 12 a 15 veces (Fehrenbach-2001). Los B-
adrenérgicos, los factores de crecimiento, las citoquinas y otros mediadores,
pueden regular la maduracion de los N-ll asi como inducir la sintesis y
secrecion del surfactante pulmonar (Andreeva-2007). Dentro de las hormonas
mas importantes en la regulacion de su metabolismo se destacan los
glucocorticoides, las hormonas tiroideas, los estrogenos, los androgenos vy la
insulina, entre otras. Por otro lado, la diferenciacion y actividad biologica de las
células del epitelio alveolar puede ser afectada por factores de crecimiento
como el EGF, PDGF, IGF, TGF-B o TNF-a, entre otros. También mediadores
guimicos como el interferon-y y otras citoquinas pueden influir en la sintesis de

surfactante.
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Clasicamente, se ha utlizado por los ultimos 30 afios, la accion
reguladora de los glucocorticoides (cortisol) sobre el metabolismo de los N-II,
dado que estimulan la maduracion de los cuerpos lamelares y su secrecion en
el pulmén antes del nacimiento, evitando asi 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-Il, es
necesario que sean trasportados por algunos elementos del citoesqueleto
como pueden ser los microtibulos y microfilamentos; la desorganizacion de

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

2.3.5. Adsorcion

Pese a no conocer con claridad todos los mecanismos moleculares que
conlleva la desorganizacion 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 dia de hoy algunas
teorias basadas en elementos experimentales que permiten comprender
relativamente bien cdmo 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 inspiracidén/espiracion, lo cual impediria la
pérdida definitiva del material en el ciclo respiratorio. Lo modelos mas recientes
de la organizacion del surfactante pulmonar en la interfase e hipofase alveolar,
plantean un modelo tridimensional que considera la funcion tensoactiva desde
el punto de vista dindmico (Pérez-Gil-2008b). Esto plantea que durante la
compresion, el cambio de volumen alveolar (30-40%) produce un aumento de
la tensidn 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 proximo ciclo inspiratorio no exista la
formacion de una fase gas (cuando los fosfolipidos estan 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 dinamica es
imprescindible que el surfactante pulmonar cuente con una adecuada
composicién lipidica y proteica que permita el correcto funcionamiento (ver

figura 8).
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Figura 8. Esquema propuesto por Pérez-Gil como mecanismo de inclusién y exclusién

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

Los detalles de composicion y funcionamiento de las proteinas

involucradas se detallan en la proxima seccion.

2.3.6. Degradacion y reciclaje

Luego de secretado y posteriormente a haber cumplido su funcion, 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 degradacion por los macréfagos alveolares, llegando a alcanzar
hasta un 10% del total secretado. Se ha medido el tiempo de renovacion para
el surfactante pulmonar en unas 1 a 3 horas, siendo demostrado para la
fraccion lipidica (Rider-2000), asi como también para las cuatro proteinas
(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 pulmoén aislado, se ha podido demostrar que cambios del perfil
lipidico y proteico pueden ser generados con tan solo 30 minutos de ventilacion
mecanica, lo que demuestra ser un sistema bien adaptado para los cambios en
la actividad fisica o aun durante la ventilacion mecénica (Orgaig-1995).

SP-A, SP-B y SP-C promueven el reciclado de lipidos y proteinas de la
hipofase alveolar, pero se ha podido demostrar que para el caso las proteinas
hidrofébicas su accién 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 Il (Herbein-2000), la ausencia de la proteina produce una
acumulacion de los componentes del surfactante pulmonar en liquido epitelial y

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

2.4. Surfactante Pulmonar: bioquimicay funcionalidad

2.4.1. Composicion del surfactante y funcionalidad de sus
componentes

La porcion fosfolipidica ocupa el 90-95 % de la fraccion lipidica, siendo el
5-10 % restante lipidos neutros, mayoritariamente colesterol. El fosfolipido mas
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 mas importante
de la capacidad tensoactiva del SP. Aparte de la FP otras clases fosfolipidicas
cumplen un rol importante en la funcion del SP, asi los FL ani6nicos como
fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilserina (PS) y &cido
fosfatidico (PA), son responsables en conjunto con la fracciones insaturadas de
PC del orden y morfologia lateral de la monocapa e hipofase del SP. Ademas
de estos FLs, la fosfatidiletanolamina (PE) pese a ser un fosfolipido menor
tiene gran relevancia en la funcion del SP dado su capacidad de promover la
formacion de estructuras no-lamelares tipo hexagonales inversas (H;) y
cubicas, las cuales son de gran relevancia para la inclusidén/exclusion de
material tensoactivo de la interfase alveolar (Serrano-20006; Zuo-2008; Perez-
Gil-2008b). Estos lipidos como la FE poseen una forma molecular tipo conica
debido a sus cabezas polares tiene menor volumen que el diametro de rotacion
las cadenas acilo (y los ultimos grupos metilo) por lo que promueven las formas

hexagonales y cubica , en el caso contrario los grupos en los que sus cabezas

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -24



polares poseen el mismo didmetro que sus volimenes de rotacion de sus
cadenas acilo, poseen forma cilindrica y dan lugar a estructuras tipo lamelares
(ej: DPPC) (Notter-2000; Tolle-2002). ElI Colesterol como mencionamos
anteriormente tiene valores elevados préximo al 20 % molar con respecto a las
fracciones fosfolipidicas (Bernardino de la Serna-2004), ver figura 9.

Las proteinas del surfactante pulmonar fueron denominadas como SP-
A, B, C, D (surfactant protein), separandose en hidrofilicas SP-A y D, e
hidrofébicas SP-B y C. Las primeras presentan un rol inmunolégico (SP-A
también se cree tiene funciones tensoactivas), siendo las segundas las
vinculadas a la capacidad tensoactiva, tal como mencionamos anteriormente

(ver figura 9).

FG

Otros FL
4.0%

I ™~ Colesterol
10.0%

Proteinas
Plasmaticas
3.0%

Figura 9: Porcentajes parciales de lipidos y proteinas del surfactante pulmonar.
(modificado de Notter-2000)

SP-A es la proteina mas abundante del SP, con un punto isoeléctrico
entre 4 y 5 en forma de mondémero (26-38 kDa), pero pude presentarse
multimérica, cuyo rol mayoritario se asocia a su actividad colectina. Posee uno
o0 dos oligosacaridos unidos a asparagina, un sitio de reconocimiento a
carbohidratos (CDR, carbohydrate domaine recognition) y dos de union a calcio
(Casals-2001). Para su oligomerizacion necesita de la formacién de puentes
disulfuro en su extremo N-Terminal para que estabilicen su estructura

oligomérica. Esta oligomerizacion es relevante para la funcién de agregacion
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de vesiculas que tiene la proteina, cuya region 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).
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Figura 10: Modelos estructurales para la SP-A y -D. A) Modelo estructural de la forma

monomeérica, 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

monomeérica y trimérica (Tomado de Head-2003).

El mondmero de SP-D tiene una masa molecular de 43 kDa, pero se
encuentra en forma de dodecamero constituido por 4 trimeros en forma
cruciforme (ver figura 11). Tal como en el caso de la SP-A, su region N-terminal
estabiliza el oligdmero por la formacién de disulfuro, y también una region
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 trimero de la SP-D humana (tomado de
Hakansson-1999).

SP-A presenta al menos tres actividades esenciales para la funcion del
surfactante pulmonar, se destacan su capacidad de unién a la superficie de
patogenos, lo cual facilita la respuesta inmunologica de los macréfagos
alveolares; su capacidad de interacciéon con lipidos y en particular su union en
forma selectiva con DPFC; y la posibilidad de establecer interacciones
proteina-proteina, dentro de las que se incluyen la auto-asociacion y su
interaccion con otras proteinas, destacandose la interaccion con SP-B.

Se ha demostrado que la SP-A puede modular la inflamacion
desencadenado eventos pro y antiinflamatorios, asi como eliminacion de
microorganismos de manera directa o indirecta promoviendo la fagocitosis por
parte de los macrofagos y monocitos (Wright-2005; Kuroki-2007). La actividad
antimicrobiana parece depender de la oligomerizacion tipo dodecamérica
(Orgeig-2010).

Casals y colaboradores han demostrado que SP-A puede promover la
agregacion de vesiculas lipidicas de manera dependiente de calcio (Casals-
2001), se piensa esta caracteristica pueda colaborar en la promocion de los
contactos entre las bicapas de la hipofase alveolar y la monocapa, lo cual seria
necesario para la transferencia de material tensoactivo desde la interfase en la
espiracion y desde la hipofase durante la reextension en la inspiracion (Taneva-
Keough-2000; Morrow-2007). También para estas caracteristicas “tensoactivas”
de la SP-A se conoce que es necesario la oligomerizacion tipo dodecamero de
la proteina (Sanchez-Barbero-2005).
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Se ha propuesto que la SP-A en conjunto con la SP-B, son necesarias
para la formacién de la mielina tubular (ver figura 12). Esto se ha confirmado a
través de la generacion de animales “knock-out” para SP-A, los cuales no
tienen mielina tubular, sin embargo presentan una funcion respiratoria normal
(Korfhagen-1996), aunque como se mencioné antes, se ve afectada su

respuesta inmunologica (Perez-Gil-2008b).

A

Figura 12: Imagen de Ila

organizacion de la Mielina

tubular (MT). A) Puede verse en
la imagen inferior sefialado con la
flecha la presencia de particulas
en las esquinas de la red de MT,
existiendo evidencia de que se
trata de las SP-A (Williams-1977).

Interacciones
SP-A/SP-A

Interacciones
membrana/membrana
via SP-B

8- | §-3

B) se aprecian estructuras tipo cruz que dan estabilidad a la red de MT (Nag-1999). C) Modelo
propuesto para la organizacién de la MT incluyendo la presencia de SP-Ay —B. Se propone que
SP-A actuaria como andamiaje de la estructura lipidica y SP-B como facilitador de los

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

Finalmente, una de las funciones mas destacadas de la SP-A se
encuentra asociada a la capacidad de reversion de alteraciones tensoactivas
del surfactante pulmonar por la presencia de proteinas plasmaticas 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 proteina C-reactiva,
disminuyendo las alteraciones pulmonares y la organizacion supramolecular del

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

+ CRP + CRP+SP-A

Figura 13: Imagen de vesiculas gigantes unilamelares de extracto organico de surfactante
pulmonar normal (pLES), expuesto a proteina C-reactiva (+ CRP) y a la proteina C-reactiva en

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

En cuanto a la SP-D, sus funciones se encuentran asociadas a la
respuesta inmune del pulmon, lo cual lo realiza en parte mediante la atenuacion
de la inflamacion y claramente la eliminacion de los patégenos 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 agregacion de las mismas o aglutinacion (Crouch-Wright-2001).

Sin embargo en los udltimos afios 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 acumulacion de los lipidos del
surfactante y una alteracion de la estructura de los agregados grandes
(elementos de gran capacidad tensoactiva que se purifican del LBA tras una
centrifugacion de alta velociadad), lo cual se cree es debido a una alteracion
del reciclado del surfactante pulmonar por los N-1I (Ikegami-2005).

Las otras dos proteinas, denominadas SP-B y C son pequefias proteinas
altamente hidrofébicas. Sumadas no superan el 2-3 % del peso total del
surfactante pulmonar, pero juegan un rol crucial en la formacién y estabilizacién

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 proteina mas importante del SP para el correcto
funcionamiento durante el ciclo respiratorio, permitiendo una rapida
transferencia de especies fosfolipidicas tensoactivamente efectivas desde la
hipofase a la interfase aire/liquido, asi como un colapso ordenado de la
monocapa durante la espiracién. Su secuencia aminoacidica (80 aa) la incluye
en una familia de proteinas denominadas saposinas, las cuales tienen
estructura en a-hélice anfifilica, permitiendo a la proteina orientarse de manera
paralela a la interfase de membranas. Mayoritariamente se encuentra formando
un homodimero a través de una cisteina libre (cys-48), lo cual es muy
importante en la promocion 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 aniénicos
como FG, se plantea que los dimeros colaboran con la formacién de
estructuras H, y cubicas, promoviendo la exclusion ordenada de los FL del film
durante la compresion evitando el colapso de la monocapa que imposibilita
posteriormente la re-expansion (Bernardino de la Serna-2004, Chavarha-2010).
(Ver figura 14)

Figura 14: Modelo de
SP-B y su interaccién
con mono-bicapas. A)
Modelo propuesto por
Zaltash para el dimero de
SP-B (Zaltash-2000).

Polaridad superficial, se

puede ver los residuos

cargados en azul y los
residuos hidrofébicos en
amarillo. B) Detalle de la
interfase de dimerizacién

de la SP-B formada por

H“““““““ i’ml“l““l““’ll las hélices 3 de cada
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mondémero y estabilizada
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por el puente disulfuro formado por cys48/cys48’ y los puentes salinos (lineas discontinuas) de
los pares Glu51/Arg52’ y Glu51°/Arg52. C y D) modelo de interaccién con mono y bicapas
propuesto por Perez-Gil-2008b.

En los ultimos afios se ha empezado a identificar la posibilidad de que
SP-B pueda formar oligdbmeros mayores al dimero (Wustneck-2003). Esto se
ha demostrado en la formacion de agregados de SP-B en monocapas
comprimidas, asociados a los limites de los dominios liquido condensados
(Cruz-2004), lo que sugiere las interacciones SP-B/SP-B podrian ser
esenciales para la capacidad de la proteina de promover el estrecho
empaquetamiento entre las distintas estructuras del surfactante y la formacién
de estructuras multilamelares (Cabre-2009). Por ultimo, 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 compresion de
monocapas (Taneva-Keough-1994), asi como la interaccion molecular por
ensayos de apagamiento de fluorescencia y de transferencia de energia
(FRET) (Cabre-2009).

SP-C es una proteina extremadamente hidrofobica, se encuentra
compuesta por 35-36 aa., mayoritariamente valina, leucina e isoleucina (66%
de aminoacidos hidrofébicos), siendo la Unica proteina especifica del SP (ten
Brike-2002). Mezclas de SP-B y SP—C aumentan la velocidad de absorcion de
los fosfolipidos (Nag-1996a; Schurch-2010). Al igual que SP-B, SP-C tiene
caracteristicas que permiten alterar la recaptacion de los fosfolipidos por los N-
Il (Weaver-Whitsett-1991). Presenta una secuencia transmembrana de 12 aa. y
dos cisteinas en las posiciones 5 y 6 que se encuentran palmitoiladas en la
mayoria de las especies; este extremo N-terminal presenta una estructura
flexible lo que le permite una gran versatilidad en la interaccion con estructuras
multilamelares. Se plantea un fuerte rol en la promocién de la disponibilidad de
estructuras membranosas en bicapa de la hipofase a la monocapa de la
interfase aire/liquido. Esto permitiria un mejor intercambio de FL desde la
interfase a la hipofase y viceversa durante la compresion/expansion en el ciclo
respiratorio (Pérez-Gil-2001). La pérdida de los palmitoilos conlleva a la
formacion de estructuras beta y fibras amiloides, como las encontradas en la

proteinosis alveolar (Johansson-2003). Su funcion asociada a SP-B permite el
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correcto funcionamiento del sistema, mostrando la importancia de las
interacciones lipido-proteina en el SP (Serrano-2006; Perez-Gil-2008b). (ver
figura 15)

1 monocapas bicapas

b

‘ SPC (5kDa)
-

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

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

Al igual que SP-B, SP-C podria contribuir ademas a facilitar la formacion
de estructuras no lamelares necesarios para la fusion entre bicapas y
monocapas (Chavarha-2010).

SP-C estabiliza la pelicula interfacial sometida a ciclos de compresion-
expansion dinamica, disminuyendo la histéresis o pérdida de material en los
sucesivos ciclos respiratorios. La proteina permitiria la reextension de la
pelicula durante la inspiracion, y, a través del mantenimiento de la integridad
del reservorio, proporcionaria una mayor estabilidad durante la espiracion, lo
gue explicaria 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 podria interaccionar con el colesterol (Taneva-
Keough-1997), mejorando las propiedades dinamicas de la monocapa en
presencia de concentraciones elevadas de colesterol. Esto se ha demostrado
en experimentos de actividad tensoactiva, evidenciandose un incremento de la
estabilidad mecénica a elevadas presiones superficiales pese a incluir elevadas
concentraciones de colesterol (Gomez-Gil-2009). Un aspecto clave en toda la

funcion de la proteina es la palmitoilacion (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 basicas: 1)
respuesta inmunoldgica innata a patdégenos que ingresan al sistema
respiratorio y 2) disminucion de la tensién 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 inmunoldgico,
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
basicas que pueden resumirse como:

i) transferencia de material tensoactivo de la hipofase acuosa del epitelio
alveolar a la interfase aire/liquido para formar una monocapa (6 film) con accién
superficial activa.

i) reduccién de la tension intra-alveolar cercana a cero mN/m durante la
comprension de la superficie alveolar en la espiracion.

i) permitir la re-expansion de la monocapa en el proceso de inspiracion
(Serrano-2006).

Como vimos anteriormente estas caracteristicas muy importantes e
imprescindibles para el correcto funcionamiento del sistema pulmonar son
debidas a la compleja composicion del SP y las propiedades de sus

componentes.

2.4.3. Tension superficial en el contexto del pulmoén

La definiciébn de la tension superficial necesita de pensar en cdmo se
organizan las moléculas en un liquido. 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 interaccion. Si pensamos entonces en las
moléculas que se encuentran en la interfase liquido/gas, es posible identificar
gue las moléculas en la interfase no podran 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 liquido.

Termodinamicamente esto hace que la superficie minimice su area, dado que
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generar nuevas o expandir esta interfase supone un gasto de energia al
trasladar moléculas en equilibrio del liquido a la interfase. La energia necesaria
da lugar a una tension superficial (y), que es la fuerza necesaria para expandir
el area superficial del sistema (ver figura 16).

Un surfactante es toda molécula anfipatica con afinidad por una interfase
aire-liquido, donde se ubica de manera de formar una monocapa que puede
ser capaz de disminuir la tensién superficial. Esto se debe a que las fuerzas
atractivas entre las moléculas del surfactante y las del liguido son menores que
las del liquido entre si (Notter-2000).

v (mN/m) y equilibrio y minima
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Figura 16:. Fuerzas moleculares que causan la tension superficial. La molécula (o) en la
masa de liquido interacciona de manera compensada con las moléculas que la rodean,
mientras que la molécula interfacial (¢) experimenta un componente neto de atraccién hacia el

interior de la fase liquida (Notter-2000). Figura brindada por la Dra. Elena Lépez-Rodriguez.

Definiéndose entonces la presion superficial (1) como la reduccién de
tension superficial en una interfase agua/aire por la presencia de una pelicula
de material surfactante: y se define ™ = y0 — y; donde Y0 es la tensién superficial
del agua y y es la tension superficial cuando el surfactante esta presente en la
superficie (Notter, 2000).

Segun la Ley de Laplace, la presion en el interior de una burbuja es
directamente proporcional a la tension superficial e inversamente proporcional
al radio de la burbuja. Motivo por el cual cuanto menor es el radio de burbuja,
entonces mayor es la presion que soportan sus paredes (ver figura 17).

En el contexto pulmonar la disminucion del radio alveolar cuando se
produce la espiracion ocasionaria que los alveolos mas pequefios colapsen
dado la alta tension superficial (=70 mN/m) de la capa de agua que recubre el

epitelio alveolar. El surfactante pulmonar reduce la tensién 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 pelicula interfacial muy
empacada (que se conoce como “tilt condensed” TC), la cual puede llegar a
valores de tensidn superficial cercanos a 0 mN/m al ser comprimidas
lateralmente por la disminucion del area en el alveolo durante la espiracion

(Possmayer-2001).
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Figura 17: Teéria de Laplace. Segun la Laplace, la presion (P) que tiende a cerrar una
burbuja es directamente proporcional a la tension superficial (y) e inversamente proporcional al
radio de la burbuja. Si no existiera el surfactante pulmonar, los alveolos pequefios colapsarian
dentro de los mayores durante la espiracion, debido a la diferencia de presién entre cadmaras

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

2.4.4. Relacion entre estructuray funcion del SP

Se ha encontrado una estrecha relacion entre el orden lateral de
vesiculas gigantes reconstituidos de SP nativo y el contenido de colesterol, que
a 37°C permite la co-existencia de fase Liquida ordenada y Liquida
desordenada (Lo/Ld) necesaria para un correcto funcionamiento en la
absorcidn, colapso ordenado y re-expansion de la monocapa. Especificamente
se conoce que el colesterol permite el “scalfold” (andamiaje) para el anclaje de
las proteinas hidrofébicas asociadas del SP en fase Ld (Bernardino de la
Serna-2004), ver figura 18.
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Figure 18: Imagenes de GUVs de surfactante pulmonar con diferente proporciones de
colesterol. Ay B) Cinéticas de adsorcion de diferentes mezclas con y sin colesterol. (extraido
de Bernardino de la Serna-2004)

Un dato relevante resulta de comparar la composicion del SP entre
mamiferos, donde se observa que las diferentes especies ajustan su
composicién de FL con la saturacion 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 compresion de la monocapa en la interfase alveolar, las membranas
logran generar un orden muy compacto conocido como fase sélida (TC). Este
orden lateral es responsable de la disminucion de la tensién superficial en la
interfase al final de la espiracién y no es posible seguir comprimiendo esta fase.
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La co-existencias de fases Lo/Ld y de proteinas hidrofébicas asociadas a la
fase desordenada permiten una exclusion ordenada del material tensoactivo a
la hipofase durante la compresién en la espiracion (asociado a la formacién de
estructuras hexagonales inversas, H;), para luego poder ser re-absorbido
durante la inspiracion e impedir la formacion de una fase gas asociado la falta
de material tensoactivo (Fosfolipidos)(Zang-2011). Como vimos anteriormente
las proteinas hidrofébicas del SP tienen un rol crucial para el correcto
funcionamiento del mecanismo de exclusién/inclusion (Perez-Gil-2008).

Por dltimo, nos parece importante destacar un dato relevante en las
propiedades del surfactante pulmonar relacionado con su composicion y
estructura: trabajos recientes del grupo del Dr. Perez-Gil han podido constatar
gue la presencia de SP en una interfase aire/agua favorece la difusion de O,
(Olmeda-2010). Se piensa que esto es debido a la oligomerizacion de las
proteinas hidrofobicas (SP-B y SP-C) y a la formacién de canales lipoproteicos
gue promueven la difusion de moléculas cargadas como no cargadas
(Olmeda-2010, Parra-2011,2013).

ALVEOLAR
FLUID

Figura 19: Esquema de las interacciones proteina-membrana y organizacién de las
membranas en forma de mono/bicapas del surfactante pulmonar propuesto por (Casals-
Cafadas-2012)
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2.5. Lesion Pulmonar y Surfactante Pulmonar

2.5.1. Lesion Pulmonar y patologias respiratorias

Aproximadamente 25.000 pacientes al afio ingresan en Uruguay a
Unidades de Medicina Intensiva (UMI). De ellos, hasta un 75% pueden requerir
Asistencia Respiratoria Mecanica (ARM) debido a mdltiples causas.

Uno de los principales motivos para iniciar la ARM es la insuficiencia
respiratoria determinada por el Sindrome Distress Respiratorio Agudo (SDRA) y
la Lesion Pulmonar Aguda (LPA). En Estados Unidos se estima que estas
patologias representan 190.000 casos por afio con una mortalidad del 50 %,
representando para el sistema de salud un alto costo de tratamiento
(Rubenfeld-2007).

Las dos patologias (SDRA y la LPA) tienen en comun la presencia de
inflamacién a nivel pulmonar y sistémico que deterioran caracteristicamente las
funciones del epitelio alveolar: barrera de intercambio gaseoso, reabsorcion del
edema pulmonar y sintesis-secrecion-funcion del surfactante pulmonar
(Matthay-2011). Clinicamente, el SDRA va acompafiado de un aumento de la
permeabilidad alveolo-capilar que conlleva liberacién de proteinas del plasma y
edema en los espacios alveolares. La consecuencia inmediata es la
inactivaciéon del surfactante, la aparicion de atelectasia (colapso alveolar)
asociado a un aumento de la tension superficial minima durante la espiracion y
la alteracion del intercambio gaseoso. En el tiempo, estas alteraciones se
agravan por la aparicion de fibrosis pulmonar como consecuencia de un

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

2.5.2. Patologias asociadas a surfactante pulmonar

Al momento actual, existe abundante evidencia asociada a la estrecha
relacion entre la alteracion 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: accion de especies reactivas
del oxigeno (Rodriguez-Capote-2006), poluentes (Stenger-2009) 6 gases
fluorocarbonados (Gerber-2006), asi como marcado incremento de proteinas
plasmaticas y proteina C-reactiva en el fluido epitelial (Gunther-2001, Saenz-
2010).
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En pacientes adultos con SDRA por diferentes causas (Sepsis,
Aspiracion, Trauma y otras etiologias), se genera un patron caracteristico en el
contenido de ciertas especies lipidicas y proteicas relevantes para la funcion
del surfactante pulmonar. En el lavado bronquio alveolar (LBA) de dichos
pacientes la relacibn PC/Liso-PC se ve alterada pero ademas existe
disminucion de PG, Pl y PE. SP-A y SP-B también se encuentran disminuidas
(Gregory-1991, Panda-2004). Mientras que en modelos de injuria por
ventilacion mecanica se ha identificado incremento de colesterol en el LBA
(Veckeroth-2010). Sin dejar de lado los factores oxidativo e inflamatorios que
agravan el panorama (Matthay-2011). Los mediadores inflamatorios alteran el
metabolismo del surfactante al afectar la funcion del N-ll, ocasionando una
disminucién de la fraccion activa de surfactante (grandes agregados, LA) y un
aumento de los pequefios agregados (SA), lo cual se debe a una disminucién
de la sintesis y secrecion del surfactante y un aumento de la degradacion de
los LA (Panda-2004).

El efecto de las proteinas plasméaticas como la albumina, el fibrinégeno o
la hemoglobina han sido estudiadas tanto in vivo como in vitro (Venkitaraman-
1990, -1991; Martinez Sarrasague-2012, -2013). EI mecanismo propuesto es
mediado por una competencia por la interfase aire-agua, las proteinas llegan
antes y ocupan los espacios impidiendo que el surfactante pueda localizarse en
la interfase y llevar adelante su funcion (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 liquido pulmonar antes del nacimiento,
condiciona su capacidad tensoactiva provocando una incapacidad para llevar
adelante su funcién (Lépez-Rodriguez-2011).

En estudios recientes de tipo metabolémico se ha podido identificar una
alteracion de los componentes energéticos y de algunos lipidos de las
membranas durante la ventilacibn mecanica con volimenes corrientes

elevados (Izquierdo-Garcia-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 mallorquin Ramon Llull produjo un liquido volatil e
inflamable al cual lo llamé vitriolo dulce. Fue en el siglo XVI que Paracelso (médico
de origen suizo) que durmié unos pollos al hacerles inhalar vitriolo dulce, y lo mas
importante es que observé que también perdian la sensibilidad al dolor. Ni él ni
Llull experimentaron con seres humanos. El quimico aleman August Sigmund
Frobenius en Londres le dio a este liquido el nombre por el que lo conocemos
actualmente, éter, que en griego significa “cielo”. Sin embargo, no fue hasta marzo
de 1844 que se usé éter como anestésico, donde Crawford Williamson Long lo
usé para extirparle sin dolor a un paciente un tumor de cuello, sin embargo no
publicé sus resultados hasta 1949. Motivo por el cual, parte de los créditos de la
primera anestesia publica 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
extirpacion de un bulto en la mandibula de Gilbert Abbott.

Pese a ya haber pasado mas de 170 afios de su uso médico por primera
vez, y a casi 120 afos de la introduccion de la teoria de los narcoéticos por Overton
y Meyer, los mecanismos y efectos laterales de la anestesia inhalatoria siguen

siendo objeto de debate (ver figura 20).
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Figura 20: Numero de publicaciones/aiio 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 afio. La anestesia general modifica la funcion pulmonar: altera la mecéanica
del sistema respiratorio y el intercambio gaseoso. Esta alteracion es transitoria
y la funciéon normal se recupera un tiempo después de la anestesia y la cirugia.
Sin embargo un grupo de estos pacientes pueden desarrollar complicaciones
respiratorias en el acto quirdrgico o en el postoperatorio inmediato vinculado a
la misma (Stoelting-1999).

La hipoxemia se produce en la mayoria de los sujetos anestesiados, por
lo cual se agrega oxigeno al gas inspirado, manteniendo la fraccion inspirada
por encima de 0.3 a 0.4 (Nunn-1965). En el postoperatorio inmediato, la mitad
de los pacientes coordinados para tratamiento quirdrgico presentan una
hipoxemia leve a moderada (definida como una saturacién de oxigeno arterial
entre 85 a 90%) que puede durar de algunos segundos hasta 30 minutos
(Moller-1991). Mas preocupante es el hecho que alrededor de un 20% de esos
pacientes, puede presentar una hipoxemia severa (saturacidén menor de 81%).
En el postoperatorio mas de la mitad de los pacientes muestran signos
subclinicos de disfuncion pulmonar, y del 1 al 3% requiere tratamiento con
oxigeno terapia y/o asistencia respiratoria mecéanica (Celli-1984; Pedersen-
1992, Kroenke-1993).

Los mecanismos que determinan la disminucion de los niveles
sanguineos de oxigeno se encuentran asociados a la aparicion de atelectasias,
lo cual explica la disminucion 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: compresion
del tejido pulmonar, reabsorcion de gases y deterioro de la funcion del
surfactante. La relajacion del diafragma necesaria para ventilar a los pacientes
sometidos a anestesia general lleva a un aumento de la presion trasmitida al
térax lo que genera atelectasias en zonas adyacentes por compresion, como
pude verse en la figura 21 (Magnusson-2003; Duggan-2005).

Por otro lado las atelectasias por reabsorcion de gases se producen por
dos mecanismos; la primera ocurre luego de la oclusion total de la via aérea ya

gue se genera un bolsillo donde queda atrapado gas que inicialmente se
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encuentra a presion cercana a la atmosférica; el lavado de la sangre venosa
genera una disminucion de la presion parcial que vacia el bolsillo generando un
colapso. El segundo mecanismo involucra una disminucion en la relacién
ventilacion/perfusion (relacion VA/Q baja) y FIO, alta (fraccion inspirada de

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

Figura 21: Diagrama
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declives del pulmén. (Tomado de L. Magnusson-2003)

El dltimo tipo de atelectasia se genera por dafio del surfactante
pulmonar, ésta es una de las hipo6tesis propuestas para la formacion de
atelectasias en pacientes sometidos a anestesia general. Los mecanismos
plantean un deterioro de la barrera epitelial, lo cual pude producir inhibicion del
surfactante por proteinas plasmaticas o cambios en la capacidad tensoactiva
del mismo, asi como un cambio en la secrecion 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 tomografia computarizada, Hedenstierna ha
podido demostrar que existe una inestabilidad alveolar en los pacientes durante
la anestesia general (90%), la cual provoca colapso alveolar y apariciéon de
atelectacias en parte declives del pulmon (Hedenstierna-Rothen-2000). Esto es
revertido por el uso de patrones ventilatorios que intentan abrir el pulmén
(alveolo) a partir de parametros fisicos, reclutamiento con presiones
inspiratorios elevadas por 7-8 segundos (reclutamiento o maniobras de
capacidad vital) o incrementos de la PEEP (presiéon al final de la espiracion).
Sin embargo, inmediatamente que se elimina el patron de apertura fisica del

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

Los anestésicos inhalatorios son moléculas hidrofébicas que van desde
el xend6n a los modernos anestésicos que se utilizan en la practica clinica
como: halotano, enflurano, isoflurano y mas recientemente, sevoflurano y
desflurano (figura 22). Los mecanismos por los cuales los anestésicos
halogenados (AH) inducen una depresion selectiva del sistema nervioso
central, aun hoy se encuentran bajo debate, y basicamente puede dividirse en
dos escuelas: una relacionada con el efecto sobre membranas y la afinidad que
estas moléculas tienen por las estructuras hidrofébicas de membranas, y un
segundo grupo de pensamiento que se asocia con efectos sobre proteinas

claves en la conduccion nerviosa (Campagna-2003).
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Figura 22: Clase y diferentes generaciones de gases anestésicos. (Extraido 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 hidrofébicas que tenian la capacidad de paralizar a renacuajos.
Lograron identificar una relacion inversamente proporcional entre la potencia
anestésica (EDsp, 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
guimica del anestésico, lo verdaderamente importante es la concentracion
critica de anestésico disuelto en la membrana. Estos hallazgos se resumen

para un nimero de anestésicos en la figura 23 (Heimburg-2007).
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Figura 23: Grafico de Meyer-Overton correlacion de Potencia anestésica vs coeficiente
de particién 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 teoria de la
hipétesis expansién (Miller-1973), donde se proponia que el tamafio molecular
de los anestésicos se correlacionaba con la potencia de la anestesia y a mayor
tamafio mayor efecto. Esto es verdad pero tiene algunas discrepancias con la
regla. Por otro lado, afios después se demuestra que los anestésicos
ocasionaban cambio en la separacion de fases de membranas modelo que
permitian en ciertos casos disminuir la transicién de fases en 2-4°C (lamelar

gel/liquido cristalina, LB/La) (Trudell-1977). Sin embargo, los defensores de la
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escuela de las proteinas han discutido este efecto asociado con el efecto de la
temperatura durante la fiebre, del efecto diferencial de los enantiomeros
(Franks-Liebs-1980), asi como el efecto de cutoff de los alcoholes (para
cadenas mas 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 adicion de los anestésicos (Ueda-
Yoshida-1999). La temperatura despliega proteinas y fluidifica membranas
mediante un mecanismo que esta relacionado con el aumento de movimiento
molecular. Mientras que los anestésicos despliegan a las proteinas vy fluidifican
las membranas debido a su union a las macromoléculas en la interfase. Donde
la transicion inducida por calor es altamente cooperativa y de primer orden,
mientras que la transicion isoterma inducida por la anestesia es gradual e
incluye estados intermedios (Yokono-1981; Tsai-1990; Chiou-Ueda-1994),
refiriendonos 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 hidratacion y coordinacion del agua
unida o no a la primera capa de hidratacion de las membranas. Se conoce que
cada fosfolipido estéa coordinado por una primera esfera de hidratacion de unas
30 moléculas de agua. De estas 18 moléculas, 9 estan tan fuertemente
coordinadas que no son congelables a 0°C (mas aun, recién son cristalizables
a -100°C). Sin embargo, cuando los anestésicos se localizan en la interfase
agua/membrana, éstos afectan la constante dieléctrica local ocasionando una
disociacion de las estructuras hidrofilicas y el agua, liberando a estas
moléculas de agua a temperatura ambiente y volviéndose cristalizables a 0°C
(Yoshida-1984). Este efecto es mucho mas complejo que la simple liberacion
de las moléculas de agua en la interfase agua/membrana, esto ocasiona una
desorganizacion de las uniones electroestaticas entre los fosfatos negativos y
las cabezas polares de colina, lo cual conlleva a alteracion de la transicién de
fase (core de la membrana) (Kaminoh-1991).

Mas recientemente, la teoria del “Lateral Pressure Profile”, propuesto por
Robert Cantor basado en aspectos de termodinamica estadistica y el modelo
de superlattice, permite explicar el efecto de los anestésicos a través de los
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cambios sufridos por la membrana en la presion lateral sobre las proteinas de
membrana (Cantor-1997). Una membrana para ser lamelar debe de tener una
suma de sus fuerzas de atraccion y repulsion en la interfase de la membrana,
mas las interacciones hidrofébicas del core de la membrana igual a cero (ver
figura 24). En caso de que una molécula foranea (anestésico) se localice en la
interfase de esta membrana (lugar identificado para la localizacion de los
anestésicos halogenados, Koubi-2000), se produce un re arreglo de las fuerzas
de repulsién y atraccion, provocando un cambio en el perfil lateral de presién
gue permite explicar el efecto sobre los canales idnicos entre otros (ver figura
24). Esto ha sido testeado en varios trabajos posteriores y actualmente se han
extendido los calculos para las 3 dimensiones mostrando con claridad el
potencial de la teoria, que permite explicar estados fuera de la lamelaridad y en
la tercera dimension de la membrana (Terama-2008; Samuli Ollila-2011).
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Y, 8mz) = [,pz)dz = 0

Figura 24: Modelo del perfil lateral de Presion propuesto por Cantor. Tomado de Cantor-
1997

Por ultimo la teoria termodindmica de la anestesia propuesta por
Heimburg y Jackson, basada en la depresién del punto de congelamiento,
presenta argumentos termodinamicos que detallaremos a continuacion
(Heimburg-Jackson-2007). La teoria supone que es posible predecir la

depresion 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 transicion y la temperatura de transicion de fase.
RT?
AT, = <_m> XA

XA = P.ED50. VL

Concluyendo que la fraccion molar de los anestésicos en la dosis critica
es ya = 0.026, y que el cambio de la transicion de fase correspondiente es ATy,
= -0,6 K, independiente de la naturaleza quimica del farmaco anestésico. El
modelo permite explicar con claridad los efectos de reversibilidad del efecto
para la presion y el pH, y ha sido extendida para anestésicos intravenosos y
locales en (Heimburg-2007, Graesbgll-2014).

Un dato relevante y que puede limitar los alcances de esta teoria es que
se ha podido medir que el halotano tiene una débil solubilidad sobre la fase gel
0 soOlida, reportandose en un 30% del disuelto en la fase fluida (Simon-1979;
Kaminoh-1988).

Por otro lado la escuela de las proteinas plantea que los anestésicos
pueden producir su efecto asociado a dos mecanismos de accién sobre
canales en los botones sinapticos. En los canales tipo nicotinicos de
acetilcolina (excitatorios) alterarian la corriente idnica por bloqueo o cierre del
canal, demostrandose que los centros hidrofobicos 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 generarian 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 iénico de unién a ligando
como los encontrados en los botones post-sinapticos, donde se plantea los posibles sitios de
unién de los AH. Se plantea dos mecanismos de accién para los AH sobre estos canales con
funciones opuestas y estructuras muy similares. Donde en los canales tipo nicotinicos de
acetilcolina (excitatorios) alterarian la corriente idnica por bloqueo o cierre del canal,
demostrdndose que los centros hidrofobicos de las subunidades de los receptores tienen un
rol crucial en el accionar de los AH. Por otro lado en los receptores de tipo GABA,
(inhibitorios), los AH generarian un aumento del umbral de potencial por aumento de las
corrientes de CI'.(Modificado de Campagna-2003)

Se ha observado una alteracion dependiente de los anestésicos
halogenados en los canales i6nicos de la super 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 ionicos voltaje
dependientes como los de sodio, potasio y calcio también son sensibles a altas
concentraciones de anestésicos, generado una inhibicion de las corrientes
iGnicas. La hipotesis plantea que exista un aumento de la actividad inhibitoria
de los canales postsinapticos (GABAA y receptores de glicina) e inhiban la
actividad excitatoria de los canales sinapticos (nicotinamida acetilcolina,
serotonina y glutamato) (figura 24)(Campagna-2011).
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Para fundamento de esta teoria se han observado que estas proteinas
tienen pequefios bolsillos o cavidades (pockets) que podrian ser consideradas
como defectos y que en realidad muchas veces son utilizadas para cargar
ligandos y llevar adelante alguna funcién enzimatica, estas cavidades son
especialmente de interés en el estudio de las interacciones especificas de los
anestésicos con proteinas. Deben poseer un tamafo interior y entorno
adecuado para alojar una molécula de anestésico y se ha calculado que 15%
de las proteinas cristalizadas en el banco de estructuras PDB, poseen
cavidades mayores a 150 A3 que permiten acomodar una molécula de
anestésico. Se ha evaluado en diferentes proteinas modelo (sero albumina,
luciferasa, mioglobina, adenilato kinasa, haloalqueno deshidrogenasa vy
lizosima T4, son algunos ejemplos) los efectos estéricos que producen,
cambios conformacionales, actividades enziméticas, estabilidad térmica, etc; y
en todos estos se ha concluido que esta interacciOn anestésico-proteina es
especifica, 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 pulmén y el surfactante pulmonar

Existe escasa y antigua bibliografia que aborde los efectos biofisicos de
los anestésicos halogenados (AH) sobre el surfactante pulmonar, ademas de
reportar anestésicos ya en desuso (Miller-1967; Wo00-1969; Stanley-1972).
Mas recientemente Tobin y colaboradores publicaron una revision donde
plantean que alteracion 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 afectacion 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 multiples estudios sobre los efectos mecanicos de la
anestesia inhalatoria y sobre como estos agentes anestésicos alteran la
fisiologia pulmonar normal durante y luego del periodo anestésico.

El halotano promueve un aumento de la elastancia estatica y del
componente viscoelastico del pulmén y una disminucion del componente
viscoso, el isoflorano aumenta la presion viscoelastica, cuando se los compara
con un grupo control anestesiado con pentobarbital sodico. El analisis
histolégico de los pulmones tratados con halotano mostré la existencia de
microatelectasias, lo cual explicaria el aumento de la presion viscoelastica.
Esta presion se relaciona con la porcion distal del pulmon donde el componente
del surfactante pulmonar tiene un rol fundamental, lo que permitiria relacionar
un cambio en el contenido y/o calidad de FL del surfactante pulmonar con la
aparicion de colapso alveolar que lo observamos como un aumento de la
presion viscoelastica (Reta-1998, -2000).

Correa et al, mostro que el sevoflorano aumenta la presion viscoelastica
y la elastancia estética del pulmén (Correa-2001). Estos resultados se explican
por modificaciones en las constantes de tiempo regionales dentro del pulmén
(“pendelluft”) y en el estrés de relajacion al modificarse las propiedades
viscoelasticas del tejido pulmonar. La diferencia de accion de los distintos
agentes sobre la presién 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 disminucién de la
biosintesis de surfactante y de fosfatos de alta energia en cultivos primarios de
N-1l1 expuestos a los halogenados (Molliex-1994).

En 1977 (Morr-Strathmann-1077) estudiando los efectos del halotano y
el enflurano en la mecéanica respiratoria de sujetos sanos, encontrd0 una
disminucion de la complacencia estatica. Planteé como hipétesis que podria
producirse una interferencia en la tension superficial alveolar o cambios
transitorios en el contenido de fluidos intrapulmonares.

El epitelio distal del pulmdn previene la acumulacion de fluidos dentro de
los espacios aéreos manteniendo el transporte de sodio (y de agua) hacia fuera
de los mismos (Verbrugge-1998). Saida Rezaiguia-Delclaux muestra una
disminucién del clearance de fluidos luego de la exposicion al halotano y al

isofluorano (Rezaiguia-Delclaux-1998). Y en estudios con halotano se demostré
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gue inhibe el transporte de sodio in vitro (Molliex-1998). El efecto estaria
determinado por la accion 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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Motivacion

Permitanme iniciar esta seccion con la siguiente reflexion 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 motivacion esta basada en esta reflexion de Claude Bernarde y en
la contextualizacion de que el surfactante pulmonar es la primera barrera a los
anestésicos inhalatorios y cualquier sustancia que ingrese al organismo por
esta via. Motivo por el cual, la concentracion maxima de los anestésicos en el
organismo deberia de encontrarse en el epitelio alveolar. Por otro lado, dado el
contenido lipoproteico y basado en los antecedentes antes mencionados nos
permite plantear la hipétesis de un mecanismo directo/indirecto de los
anestésicos halogenados sobre el surfactante pulmonar, mediado por una
alteracién del contenido de surfactante pulmonar o de las interaccion lipido-
lipido y/o lipido-proteina (SP-B y/o SP-C con los FL de la fase Ld), que
permitan explicar una alteracion de su funcion.

La afectacion deberia de ser mediada por un incremento de la tension
minima del surfactante durante la compresion del ciclo respiratorio,
produciendo una pérdida de material tensoactivo y el consiguiente colapso
alveolar. Esto permitiria explicar la alteracién de la mecanica ventilatoria y el

estado hipoxémico que se observa en estos pacientes.
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Objetivos:

4.1.0Objetivo General:
Estudiar parametros estructurales, dinamicos y funcionales del Surfactante
Pulmonar durante la Lesién Pulmonar Aguda.
4.2. Objetivos Especificos:

4.2.1. Estudiar en un modelo in vivo de rata las alteraciones
fisiopatologicas 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 termodinamico (Cp, AH, Tm y
Tis2), del surfactante pulmonar con y sin el agregado de sevoflurano.
4.2.4. Estudiar la solvatacion en la interfase de membrana
reconstituidas de SP con y sin el uso de sevoflurano.
4.2.5. Estudiar la interaccion lipido-lipido y lipido-proteina en
membranas reconstituidas de SP, valorar la accion de sevoflurano.
4.2.6. Determinar alteraciones en la micro y nano estructura del
SP durante la Lesion Pulmonar por sevoflurano.
4.2.7. Estudio del comportamiento dinamico del orden lateral en
membranas reconstituidas de SP durante la Lesion Pulmonar por

sevoflurano.
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Materiales y Métodos

5.1.Obtencion de Surfactante pulmonar y sus fracciones.

La obtencion del LBA se realiza segun protocolo autorizado por la CHEA
(Exp. N° 071140-001013-11), a pulmones de cerdo luego de su deposicién por
el Dpto. Basico de Cirugia o provenientes del frigorifico tal como describe
(Jimenez-Cabré-2009). Los lavados broncoalveolares de cada par de
pulmones se obtuvieron introduciendo por la traquea aproximadamente 1L/Kg
de pulmén de tampén 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 realiz6 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 fraccion de
grandes agregados) y iii) centrifugacion 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 vesiculas 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
concentracion deseada y se considera como, Surfactante Pulmonar Nativo-
SPN. A una porcién de las muestras se le realiza una extraccion organica
segun el método (Bligh & Dyer-1969), de manera de obtener los componentes
apolares (lipidos y proteinas hidrofobicas, EO-SP), para obtener las proteinas
hidrofébicas es necesario realizar una cromatografia de gel filtracion en
solvente organico (Columna 1.5 x 100 cm de Sephadex-LH-20, GE) con lo
que se obtiene el ESP sin Proteinas (ESP.p) y también ESP sin lipidos
neutros (s/colesterol-ESP,,) tal como describié (Jimenez-Cabré-2009). De
cada 1.5L de lavado broncoalveolar se obtienen aproximadamente 7-10mL de
una suspensién blanquecina y densa que es el surfactante pulmonar con una
concentracion fosfolipidica aproximada de 20mg/mL, este material se

almacena a -80°C.
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5.2.Determinacion de lipidos y proteinas

5.2.1. Determinacion de la concentraciéon de fosfolipidos

La cuantificacion de fosfolipidos 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 determinacién del contenido de fésforo
presente en los fosfolipidos previa conversion en fosfato inorganico.

Es necesario preparar una curva estandar con KH,PO,, que se coloca
en tubos de vidrio, asi como las muestras problema y se secaron en un bafio
de arena a temperatura aprox. 260°C. Luego de que no quedaran resto de
solvente se realiz6 la mineralizacion del fosforo, incubando a las muestras con
450 pl de acido perclérico a 260°C durante 60-90 minutos con los tubos
tapados con canicas de de vidrio para evitar la evaporacion.

Una vez mineralizado el fosforo se cuantificO mediante la reaccion con
0.5 ml de molibdato de amonio 2.5% (p/v) y 0.5 ml de &cido ascorbico 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 100°C en un bafio de agua. Tras parar la
reaccion con hielo la absorbancia de cada tubo se midi6 en un

espectrofotometro convencional a 820 nm.

5.2.2. Determinacién del perfil de fosfolipidos en el lavado
bronquioalveolar (LBA).

El perfil de fosfolipidos fue caracterizado por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), en un equipo Agilent 1100 equipado con una bomba
cuaternaria y detector de arreglos de diodos. EI método fue una modificacién
de (Shafig-1991). Se separaron las especies fosfolipidicas con una columna de
silica cuyas dimensiones fueron 250x4.6 mm y 5 um de tamafio de particula.
La fase movil fue acetonitrilo:metanol:acido 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
50°C. Los fosfofolipidos fueron identificados y cuantificados a través de una
curva de calibracion para cada especie (Fosfatidilcolina, liso-fosfatidilcolina,

fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina).
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5.2.3. Concentracién total de proteinas en el lavado
bronquioalveolar

La concentracion total de proteinas se estimo a partir del método de

Bradford, como previamente se describi6 (Bradford-1976). Se usaron

soluciones de albumina bovina como estandar de calibracion y se incubaron las

muestras y la curva de calibracidn con el reactivo de Bradford por 10 min, luego

se midié la concentracion en un lector de placas (Finstruments® Multiskan
Model 349 96 well Microplate Absorbance Reader.) a 595 nm.

5.3.Preparacion de mezclas lipidicas

Las suspensiones lipidicas en esta tesis han sido mayoritariamente
preparadas a partir de lipidos 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 describié anteriormente.
Luego de realizadas las mezclas los diferentes sistemas podian ser usados
en ensayos de fluorescencia, calorimetria, microscopia, etc. Dependiendo de
las necesidades de cada método se generaban diferentes tipos de vesiculas.

5.3.1. Preparacion de vesiculas multilamelares (MLV)

Para obtener las vesiculas multilamelares (MLV, del inglés Multi-Lamellar
Vesicles), las mezclas de lipidos 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 organico.

Las MLVs se obtienen de re-hidratar la pelicula de lipidos con agua MiliQ
o Buffer a temperatura por encima de Tm dependiendo de la necesidad del
experimento, se agita en bafio por 1 h a temperatura por arriba de Tm. Las
muestras fueron preparadas en el dia de experimentacion o dia previo y se
usaron por no mas de 28 hs. En nuestros experimentos la concentracion final
de lipidos fue 0.5 0 1.0 mM.
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5.3.2. Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUV)

Las vesiculas unilamelares grandes (LUV, del inglés Large Uni-lamellar
Vesicles), se obtuvieron a partir de las MLV preparadas por el método de
evaporacion/rehidratacion y posterior extrusibn en membranas de poro
deseado. Para asegurar el correcto tamafio es necesario pasar las vesiculas
al menos 10 veces a través de un mini-extrusor de alta presion (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA) el cual posee membranas de policarbonato con
tamano de poro 200 nm y termostatizado T > Tm. La concentracion de lipidos
utilizada fue 0.5 0 1.0 mM.

5.4. Estudios espectroscOpicos en membranas
5.4.1. Experimentos en estado estacionario.

En las MLVs o LUVs de las muestras que se describieron anteriormente
se estudio la hidratacion y micro-viscosidad de vesiculas de SPN, ESP, de
cerdo expuesto a anestésicos volatiles, por fluorescencia. Especificamente,
con el uso de sondas sensibles a la relajacion por solvente (PRODAN o
LAURDAN) y anisotropia (difenilhexatrieno, DPH)). Las vesiculas se usaron a
concentracion final de 0.5 mM y la concentracion de sonda entre 0.5y 0.1 %
(para DPH y LAURDAN o PRODAN). La concentracion de las soluciones
stock de LAURDAN, PRODAN y DPH fueron deteminadas usando los
coeficientes de extincion molar siguientes: PRODAN y LAURDAN ¢ = 18400
M?*cm™ (a 360 nm en etanol) y 20000 M*cm™ (a 364 nm en metanol),
respectivamente; mientras para el DPH se uso un ¢ = 55000 M*cm™ (a 350
nm en metanol). La medidas en estado estacionario fueron realizadas en un
fluorimetro Cary Eclipse con un modulo de Peltier para termoestatizacion y
rack para 4 celdas (Varian, Inc).

La Polarizacién Generalizada (GP) de liposomas unilamelares grandes o
multilamelares (LUVs o MLVS) se calcula segun (Parasassi-1991):

GP = l40-lago/laa0+ 1490,

Donde, l40 € lsgo SON las intensidades de emision a 440 y 490 nm,
cuando se excitaron las sondas a 360 nm y se colecto el espectro de emision
entre 400 y 600 nm.
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La anisotropia (r) de DPH o TMA-DPH en LUVs se determinard como
(Shinitzky-1971):

r=ly—G.I. /Il +2G.1,,

donde I, e I, son las intensidades de emision paralela y perpendicular a la
fuente de luz polarizada y G es el factor de correccion de monocromadores
(Jameson-2013). Se exitd el DPH a 360 nm y se colectdé la emision con
polarizadores a 440 o el espectro entre 400-600 nm.

El centro de masa espectral (CM), se realiz6 segun fuera reportado por
(Weber-1987), basicamente la sumatoria de la multiplicacion de la intensidad
de fluorescencia para cada longitud de onda con su respectivo nUmero de

onda dividido la sumatoria de la intensidad.

31,V
CM =
31,

Gréficos de fasores espectrales (SP), para este analisis en cubeta se
ha desarrollado una rutina para MATLAB R2012-b (Matlabworks®), que permite
el célculo del primer y segundo armonico asi como los graficos espectrales, de
GP y CM para excitacion y emision. Los codigos y explicacion de su uso se
proveen en el anexo A,. No profundizaremos en los calculos de este método

dado que han sido explicados en profundidad en la seccién introduccion.

5.4.2. Analisis del tiempo de vida por medidas de modulacién y fase

con multifrecuencia

Para las medidas de tiempo de vida se us6 un fluorometro Chronos FD
Fluorometer (ISS, Champaign, IL, USA). E| PRODAN y LAURDAN fueron
excitados usando una laser diodo a 375-nm, se colocaron polarizadores en la
excitacibon y emisibn en el angulo magico como previamente fuera
recomendado por (Jameson-2013). Un set de filtro de pase de banda FO1-
375/6-25 (Semrock, Rochester, NY, USA) se coloco en la linea de excitacion
para eliminar la luz espuria. En la emisidén se colectaron las fracciones azul y
roja de la emision 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 ajusté con un bafio con circulacibn de agua (Fisher
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Scientific, Pittsburgh, PA, USA) y el rango de temperaturas usadas fue entre
20-50°C. Una solucion en etanol de Dimetil-POPOP se utilizO como estandar
de tiempo de vida (1.42 ns). Una detallada descripcion del método y andlisis de
los datos usando fasores puede encontrarse en la seccién introducciéon al

capitulo 1 de resultados.

5.5. Preparacién y visualizacion de Vesiculas gigantes
Unilamelares

Las GUVs se preparon segun el método de electroformacion (Angelova-
1986). Brevemente, 3-5 ul de las mezclas de lipidos a una concentracion final
de fosfolipidos ~ 0.25 mg/ml son cargadas sobre los electrodos de Pt de la
camara bajo atmosfera de N, y ~50 °C. La camara de electroformacion se
coloca en un desecador con control de temperatura y vacio por 2 hs y a 50°C.
Posteriormente se agrega un volumen de 300-500 ul de solucién de Sacarosa
200 mOsmolar (a la temperatura de generacion) 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 enfrian a la temperatura de

trabajo a una velocidad de 0.5 °C/min (Bernardino de la Serna-2004).

N

= o ()

Pt electrode

Function .,
generator ===
2Vp-p. 10Hz : =====

90 min to 55°C .
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5.6.Microscopia Confocal de fluorescencia de las GUVs y células

A549:

Alicuotas de 50-100 pl del stock de GUVs son cargadas en discos de
plastico de 35 mm con fondo de vidrio y 4 reparticiones (Lab-Tek Brand
Products, Naperville IL), sobre 250-350 ul de una solucién de glucosa 200
mOsmolar (es importante que la Osmolaridad sea medida y no simplemente
calculada). Para las GUVs cargadas con sondas por afinidad fisicoquimica a
los dominios se uso un microscopio confocal Leica TCS SP5 Il con resolucién
espectral, las sondas fueron excitadas usando los laseres de Argén a 488 y
HeNe a 543nm (Bodipy-PC/DilC;g, respectivamente). Las Aem se colectan
con un detector de espectros en un rango de 498-533nm y 592-691nm
(Bodipy-PC/DilC18, respectivamente), usando una objetivo de inmersion en
Agua x60/1.2 NA . Se toman imagenes en el eje z de entre 0.500-1.0 um 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
resolucion de imagen 512 x 512 pixeles (de la Serna-2004).

A continuacion se muestra un ejemplo del procesamiento que se realiza
para cada vesicula usando el software libre ImageJ (mezcla de los canales,

alineacion si existiera corrimiento y reconstitucion 3 de de las imagenes).

DLFC:DPFC (30:70 p:p)

Alineado

Merge Bodipy-PC

Alineado vertical

Para el caso de las medidas de LAURDAN con células se utilizo el laser
UV a 405 nm y la emisién se colectd con dos canales en la emision. El canal
azul usado fue entre 415-460 y el canal verde entre 460-530. Para el andlisis
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 imagenes de GP se procesaron usando el plugin
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desarrollado por Jesper Sgndergaard Hansende. Mientras que las imagenes
espectrales analizaron con el software SImFCS (desarrollado por Enrico
Gratton, Laboratory for Fluoresence Dynamics, LFD).

Para los experimentos de co-localizacién de LAURDAN y Lyso-Tracker o
Mito-Tracker en células A549 se utilizé el mismo equipamiento que antes. Se
excitaron a las sondas usando un laser HeNe 543nm y se colecto la emision en
un rango 550-700 para Lyso-Tracker y Mito-Traker, para el LAURDAN se
usaron los mismo parametros antes descriptos. Se realizaron z-stacks a
0.25um y con el plugin TransformJ del ImageJ 1.49d se hizo la correccion para
la diferencia en el foco entre el laser 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 imagenes la resolucién fue de 512x512, el tamafio de
pixel dependié del zoom utilizado (0-6). La temperatura del sistema se
mantiene por el sistema de calefaccion del equipo Leica TCS SP5 Il 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 analisis con una precision de + 0.1 °C. En el caso de los

experimentos con células se utilizo 5% CO, en la camara del microscopio.

5.7.Microscopia Confocal de fluorescencia por dos fotones de GUVS
por fasores espectrales
Las imagenes de GUVs fueron tomadas con un microscopio Zeiss 710
con resolucion espectral de 32 canales en todo el espectro de emision (400-
700 nm), sistema de deteccion de fotodiodo de avalancha y laser de 2-fotones
sintonizable MaiTai (SpectraPhysics) y un objetivo de inmersién en agua Plan-
Apochroma x40/1.2 NA. Las GUVs se prepararon tal como se describié
anteriormente, pero cargadas con LAURDAN en una concentracion 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 utilizé un pixel dwell time de 25,21 useg y
resolucion de 256x256. El tiempo total de escaneo de una imagen fue ~ 3.9
seg. EI LAURDAN se excitdé con una longitud de onda de 780 nm, segun

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 termémetro digital.

5.8. Experimentos con cultivos de células A549

Se utilizé una linea 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 atmoésfera
hameda de CO, 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 mas alla del pasaje 15. Para el congelamiento de las células
(- 80°C) se utiliza dimetilsulfoxido (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 minimo 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 compresion dinamica para estudiar la respuesta tensoactiva
(CBS), mientras el segundo usando un sensor de tension permite calcular los
cambios de presion como (7 = Yagua-Ysurfactante)-

5.9.1. Surfactometro de burbuja cautiva (CBS)

Este método fue desarrollado por Schurch en los 80" y permite calcular
la tension de una burbuja atrapada en un dispositivo que resiste los cambios de
presion durante la compresién dinamica del sistema por un piston (Schurch-
1989). ElI CBS no mide la tension sino que la calcula a partir de la ecuacion de
Young-Laplace y midiendo la relacion de diametro y altura de la burbuja en la
camara. Esta cAmara se llena con una solucion 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 camara, siendo el techo un tapon 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 presion en la camara con un piston, registrandose los cambios de tension
superficial inducidos por los ciclos de compresion y expansion por una video
camara de alta velocidad (Schurch-2001). Cuando la interfase es de aire/agua,
es posible ver que en los ciclos de compresiéon colapsan la burbuja con un
cambio relativo del area 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).

Agarose
sealing

Aqueous
subphase

A continuacion se presentan los cuatro protocolos mas relevantes para la
evaluacion de la performance tensoactiva de una sustancia (Lopez-Rodriguez-
2011).

Absorcion inicial (Al): se aplica el

material tensoactivo y se sigue la cinética

3

de adsorcion en el tiempo. Los

24mMm

minutos y permiten estudiar la capacidad

£
£
experimentos duran aproximadamente 5 %

(‘

del surfactante para adsorberse en una

interfase aire agua. o 1 2 3 a4 5

Adsorcion pos-expansion (APE): en

5p 30mM/m
este caso se expande la burbuja luego = P
.. L. Zz
E at
del equilibro (a volumen maximo 150 25mN/m 24mN/m
cm®) y permite estudiar la capacidad del ﬂ -
. 2 X
surfactante  para reorganizarse Yy § = . g
2 L . N : : :
0 1 2 3 4 5
Time [min)
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transferir nuevamente material a la interfase.

Ciclos Q-Estéticos: en 4 ciclos
de compresion/expansion a baja
velocidad y con detencion de 1
segundo luego de comprimir un
20% del volumen del que se
parte, se estudia la capacidad
del surfactante para disminuir la

tension cuando se le permite en

Surface tension (mN/m)

30

20

10

Cycle 1
Cycle 2
Cycle 3
Cycle 4

tie

04 0.6

Relative Area

cada paso cierta relajacion y reorganizacion.

Ciclos Dinadmicos: en este
protocolo la  burbuja es
comprimida/expandida en ciclos
rapidos (2 ciclos/min,
remedando la respiracion). Los
surfactantes con buena
capacidad funcional no
presentan histéresis. Y con
solamente un 10-20% de

Surface tension (mN/m)
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—@—Cyclel 30mN/m
@ Cycle 10 o e
—w— Cycle 20

15mN/m

2mN/m

0.4 0.6 0.8 1.0

Relative Area

compresion se logra disminuir la tensién a cero.

(Las imagenes fueron generosamente brindadas por la Dra. Elena Lépez-

Rodriguez).

En nuestros experimentos hemos usado simpre una solucion de SPN

con concentracion ~ 10 mg/ml y fueron inyectados ~ 100-150 nl. Los

experimentos se hicieron a temperatura 37°C. Cuando se utilizé sevoflurano,

este fue administrado en forma liquida (~80-100 nl) sobre la burbuja e

inmediatamente fue nebulizado.
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5.9.2. Balanza de Wilhelmy

Los ensayos de adsorcion con balanza de Wilhelmy, permiten evaluar
la cinética de adsorcion de una sustancia tensoactiva a una interfase aire/agua.
Una balanza de Wilhelmy esta compuesta por una cubeta de teflébn 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 tension

Sensor de tension

detecta los cambios en
la tension superficial (y)
a medida que se
produce la adsorcion de
material en la interfase.
Se usa como sonda para

medir la tensiébn una

bandera de papel o una .
dyne de Pt. En las isotermas de adsorcion (17-t) se representa normalmente la
presion superficial (11) calculada como la diferencia entre la tension superficial
de la subfase acuosa antes y después de aplicar las muestras (Barnes-Gentle-
2011).

Para nuestros experimentos se inyectd en la hipofase 10 ul de una
solucion 1 mM de EO-SP, el rango de concentraciones de sevoflurano fue entre

1-5 mM. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (~23°C).

5.10. Calorimetria diferencial de Barrido
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es un poderoso método para
investigar el comportamiento de las fases de las membranas lipidicas. Las
propiedades termodinamicas obtenidas con este método son el punto de
fusion Tm, la cooperativdad evaluada como Ty/,, el cambio en calor especifico
Acp y el cambio de entalpia AH durante una transicion de fases.
El punto de fusidon y el cambio en la entalpia se pueden utilizar para

calcular el cambio en la entropia, AS, durante la transicion de fusion como la
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energia libre AG = AH - TmAS es igual a cero en la transicién de fusion. Esto
da un cambio en la entropia igual a AS = AH/Tm.

El calorimetro basicamente tiene dos compartimentos metalicos que estan
protegidos con una chaqueta adiabatica (ver figura). Una celdas se llena con
la soluciéon 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 fusién de la muestra
se a delante, la energia 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 Acp se obtiene como:

t+ At
AQ = f APdt = APAt
£

ac, = <d_Q> _AQ _ APAt

~ \qT/, ~ AT ~ ATA

AQ es el calor aplicado a las celdas, mediante una potencia AP en un
intervalo de tiempo ¢ + At, mientras que se mantiene la diferencia de
temperatura a cetro entre las celdas durante el cambio de temperatura AT
(Cafadas-2013).

Para los ensayos de calorimetria DSC, tal como describe (Bernardino de
la Serna-2004), MLVs son cargadas en la celda de trabajo en un
Microcalorimetro VP-DCS MicroCal, en un buffer Hepes 10 mM, pH 7.4, 150

mM de NaCl y 2mM de CacCl, a concentracion final de 1 mM de concentracion
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de lipidos. Se realizan 5 ciclos de adquisicién luego de tener registros
estables con buffer a una velocidad de escaneo de 20°C/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 disefio experimental y precisiones sobre los métodos
gue se enumera a continuacion pueden ser leido en la secciébn Methods del

paper L. Malacrida et al. / Pulmonary Pharmacology & Therapeutics (2014)

5.11.1. Modelo animal

5.11.2. Ventilacién mecéanica

5.11.3. Analisis histolégico

5.11.4. Reabsorciéon de fluido alveolar
5.12. Analisis estadisticos

Para todos los experimentos anteriores se realizan analisis estadistico por
test de t en caso de comparar una muestra contra un grupo control y ANOVA
con un post test de Tukey para muestras multiples. Los andlisis de GUVs y
células se realizaron sobre un grupo de 10 vesiculas 6 campos en cada
experimento (3 por grupo). Los detalles del andlisis estadistico 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
algun diluyente para el sevoflurano (ej: DMSO), luego fueron testeados DMSO
vs el grupo control no encontrdndose efectos significativos. Los resultados se
expresan como Media + error estandar medio. Se consideran como valores
significativamente diferentes a p < 0.05, los analisis se realizan en GraphPad
Prism 4.01 (GraphPad Software, Inc.) 6 Sigma Plot 11.0 (Systat Software,

Inc.).
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Resultados:
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Seccion Resultados

Capitulo 1: Fasores espectrales y en
el tiempo de vida para el estudio de
la emision de LAURDAN en
membranas: desde la cubeta al
microscopio.

El uso de fluorescencia para el estudio de las propiedades dinamicas 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 hidratacién de
las membranas, tiene algunas ventajas por sobre las que tienen afinidad
fisicoguimica por las fases, debido a que estas Ultimas solo entregan
informacion estructural pero no de tipo fisico de la membrana (Bagatolli-2004).

Desde su introduccion por Weber y Farris en 1979, la serie de sondas
basadas en la introduccién en la posicion 2 y 6 de un naftaleno de un grupo
dimetilamino y un grupo propionilo, respectivamente (PRODAN, 2-
(Dimethylamino)-6-Propionylnaphthalene), genera un arreglo electron donador
/aceptor, que en el estado excitado alcanza la separacién de cargas y la
formacion 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 energia, con el consiguiente corrimiento
espectral de su emisidén (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 emisiébn de PRODAN en diferentes solventes con excitacion a 350
nm. De izquierda a derecha los espectros corresponden a PRODAN en ciclohexano,

clorobenzeno, dimetilformamida, etanol y agua. Extraido de Weber and Farris-1979.

Esta familia de moléculas incluye diferentes sustituciones en el grupo
carbonilo, lo que les permite ser afin a diferentes estructuras macromoleculares
(ver figura 1.2). Particularmente, para los intereses de los estudios de
membranas, las mas utilizadas han sido PRODAN y LAURDAN, sin embargo el
ACDAN (con un grupo metilo en la posicién 6) y el PATMAN (con un grupo
palmitoilo en la posicion 6), también han demostrado ser Utiles para estudios de
inter-digitacion de membranas expuestas a etanol y relajacion dipolar en
membranas por fluorescencia resuelta en el tiempo (Zeng-19955, Lakowicz-
1983).
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Figura 1.2: Estructura quimica 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 localizacion mas profunda en la membrana

(asociado al incremento en la tension hidrofobica por el centro de la membrana

de la cola acilo). Por lo cual, si organizamos las sondas de menor a mayor en la

posicidn transversal de membranas encontramos que ACDAN tiene muy poca

afinidad por membrana y una emision maxima cercana a 530 nm (lo cual refleja

su relajacion 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 regién de los grupos glicerol a ~10A del

centro de la membrana, por ultimo PATMAN que se encuentra ~1A por debajo

de la posicion del LAURDAN (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Esquema de la localizacion de la sondas dependiendo del largo de la cadena

hidrocarbonada en una membrana de dioleoilfosfatidilcolina. (Extraido de Bagatolli-2013)

Una propiedad interesante del LAURDAN es que su reparto es homogéneo
en las membranas, independiente de la segregacion de fases existente, carga
de los fosfolipidos 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 segregacion entre dos fases, en este caso esta sonda
discrimina el orden lateral de membranas en base a su estado de hidratacion
(lo cual se correlaciona con el grado de compactacion). El corrimiento espectral
gue sufre esta sonda cuando esta en membranas con fase gel (Lp 0 so) o fluida
(Lao 0 Ld) es de 50 nm. Sin embargo, en membranas con coexistencia
gellfluida la posicion espectral esta centrada en el medio. EI 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 tamafio de estas cavidades depende
del nimero 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 2.5x10° s para la Lo y 4x10° s para LB,
relativamente bajo si se compara con el del agua bulk (<1ps) (Bagatolli-1998).
Este hecho es crucial para que se produzca la relajacion de la sonda dado que
el tiempo de vida (1) 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 numero de moléculas de agua en el entorno del
LAURDAN no es mayor a 2 o 3. Parasassi et al, considerando una distribucion
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 mas de 5 —0.020 (Parasassi-1997). En este trabajo los autores
concluyen que cuanto mayor numero de moléculas de agua en el entorno del
LAURDAN, mayor es la cavidad que el LAURDAN ocupa y menor sera el valor
esperado de GP (polarizacion generalizada, se explicara mas adelante el
concepto) (ver figura 1.4).
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Figura 1.4: Modelo propuesto por Parasassi N N \

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-orientacion de las moléculas de
agua, produciendo el consiguiente corrimiento espectral (Modificado de Parasassi-1998).
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Mas recientemente este grupo ha estudiado este mismo problema pero
usando un nuevo método de andlisis, espectroscopia de correlacion de
fluctuacion (FCS, Fluctuation correlation spectroscoy), en la cual usando
fluctuacion de la funcibn GP de LAURDAN a escala de unos pocos pixeles en
microscopia confocal de dos fotones, han podido demostrar que el agua en una
membrana simple (en fase liquida 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 clasica formula de Polarizacién para fluorescencia,
el célculo de una medida radiométrica de la emision del LAURDAN entre dos
estados (fases gel y fluida de membranas modelo), llamada Polarizaciéon
Generalizada (GP, ver formula 1.1) (Parasassi-1991). Una de las ventajas de
usar la medida de GP para el analisis de los cambios espectrales de LAURDAN
en membranas (ver figura 1.5) es explotar una de las propiedades mas
interesantes de la funcion de polarizacion, es que la unidad contiene
informacion de la interconversion dindmica entre diferentes estados; definiendo
como estados para este caso, a la emision del dipolo respecto a los ejes
axiales del laboratorio. Para el caso de la GP, la orientacion 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 segun la férmula 1.1:

GP = 7R (1.1)

Ig+Ip

Siendo Ig e Ig en caso de los experimentos en fluorimetro la intensidad de
fluorescencia a 440nm (cercano al maximo de emision en una membrana en
fase gel) y 490nm (cercano al maximo de emision en una membrana en fase
fluida), respectivamente. Rapidamente, se puede identificar que los valores
maximos y minimos que puede tomar la funcién son +1 y -1. Una detallada
revision del desarrollo matematico de la funcion y de las propiedades de ésta,

pueden encontrase en el trabajo original de (Parasassi-1990).
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Estos estados estan relacionados con la relajacion 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 Lo o Ld.

Excitation Emission
\

Intensity (normalized)
o
(8]

200 400 500 600
Wavelength (nm)

Figura 1.5: Espectro de excitacion y emision normalizado de LAURDAN en vesiculas
multilamelares con fases So (linea continua, DLPC a 40°C), Ld (linea punteada, DPPC a 5°C)
y coexistencia de So/Ld (linea discontinua, DLPC:DPPC en proporcion equimolar a 20°C).
Extraido de Parasassi-1990.

El estado basal de la sonda también nos permite estudiar propiedades
fisicas 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 hidratacion (ver figura
1.5). Para solventes polares (con grupos dadores proéticos), es posible
identificar dos bandas o poblaciones de estados basales del LAURDAN vy
PRODAN centrados alrededor de 350nm y 390nm. La banda de excitacion a
390 es denominada la banda de excitacion roja, cierto grupo de moléculas
similares al LAURDAN, pero sin el grupo dimetilamino (LAURMEN y LAURNA),

no poseen esta banda de excitacién lo que hace pensar que depende de la
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generacion de una separacion de cargas parciales (Parasassi-1998). Esta
banda en la excitacion 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 La. Sin embargo, respecto a solventes polares, la banda
de excitacion en el rojo es particularmente intensa en membranas con fase L y
es el maximo de excitacion, no sucediendo lo mismo para el caso de
membranas en fase liquida cristalina. Este efecto es menos significativo en
membranas compuestas por fosfolipidos con enlace éter (derivados de
fosfolipidos) y aun menor con enlace amida (esfingomielina), lo cual soporta la
idea de que la estabilizacion del estado basal en La responde diferente a los
cambios dependiendo del entorno quimico que rodea la sonda (Bagatolli-
1999a). Cuando se trata de membranas con coexistencia de fase gel/fluida, la
excitacion del LAURDAN en el rojo selecciona particularmente a las moléculas
de sonda rodeadas por fosfolipidos en fase gel (Parasassi-1990). Lo cual
puede ser muy Util para estudiar membranas con coexistencia de fases.Al
realizar un espectro de excitacibn de GP (GPex), es posible seguir la
respuesta en la GP dependiendo de la longitud de onda de excitacion (ver
figura 1.6). Esto es, mover la longitud de onda de excitacion y calcular el valor
de GP para las longitudes de onda de emision antes descriptas (ecuacién 1.1).
Es posible identificar que la GP no se modifica para las membranas en fase gel
cuando se incrementa la Aex, asociado a que se selecciona un estado basal
no-relajado 6 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 ultimo, para membranas con
coexistencia de fases gel/fluida la GP toma una pendiente positiva, lo que se
explica asociado a la seleccion creciente por la banda roja del estado basal de
la fase gel (ver figura 1.6). Con este analisis 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 Aem 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 (linea solida), fluida
(linea punteada) y con coexistencia gel/fluida (linea discontinua). GPex se calcula como: GP =
(1440 - 1490)/(1440 + 1490), usando una rex desde 320 a 420 nm. GPem se calcula como: GP
= (1410 — 1340)/(1410 + 1340), usando una Aem desde 420 a 550 nm. Tomado de Parasassi-
1990.

Una aplicacion interesante del uso de la GP es estudiar la transicion de fase
de membranas. Aplicando la funcion de GP es sencillo seguir la transicion de
fases (Tm) de membranas modelos y nativas en un estudio termotrépico de GP
vs temperatura. Esta resulta una herramienta muy potente para identificar el
efecto de moléculas foraneas en membranas sobre la transicion 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 aplicacion de GP con resolucion espacial en sistemas de
membranas sintéticos y nativos, asi como células (Yu-1996, Parasassi-1997,
Bagatolli-1999b). El primer trabajo reportado por Yu et al, muestra la
adaptacion de la funcion de GP para microscopia confocal por 2-fotones,
mostrando los valores medios de GP y tiempos de vida de LAURDAN para las
membranas plasmatica y nuclear de fibroblastos de raton (Yu-1996).
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Posteriormente, Parasassi y colaboradores utilizan la funcién de GP para
estudiar vesiculas multilamelares de diferente composicion asi como
membranas de eritrocitos y de células tubulares de rifion (Parasassi-1997). La
inclusion de las vesiculas gigantes unilamelares (GUVs) con LAURDAN
permitié el estudio con vesicula Unica de sistemas sintéticos y nativos que
otorgo un nuevo nivel de comprension espacial que no es posible de obtener
con las medidas en cubeta (Bagatolli-1999, 2000a,b, 2001).

Mas recientemente se ha propuesto un nuevo método de andlisis 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 resolucion espacial,
basada en el analisis de fasores (Owen-2012). Antes de ahondar en la
descripcion y alcances de esta nueva metodologia,nos gustaria poder describir
brevemente las metodologias para la determinacion del tiempo de vida (x).

Para la medida del t existen dos métodos: uno basado en luz pulsada y el
segundo en luz modulada. En el dominio del tiempo (como suele conocerse la
utilizacion de luz pulsada) el t se determina a partir de obtener la curva de
decaimiento de fluorescencia en el tiempo con un sistema de deteccion de
fotones muy sensible en la resolucion temporal, tras la excitacion del fluor6foro
con un laser pulsado de muy corta duracién (en el rango de picosegundos)
(Jameson-2014 Libro). Mientras que para las medidas en el dominio de la
frecuencia (como suele conocerse la utilizacién de luz modulada), un haz de luz
es modulado sinusoidalmente a altas frecuencias (KHz-GHz) y el céalculo del t
es determinado por la demodulacion y delta fase de la luz emitida por el
fluoréforo (Jameson-2014) (ver figura 1.7).

La tasa de decaimiento de un fluor6foro por un pulso de luz puede ser
descripta por:

dN(t)/dt = —(y + k) N(t) (1.2)

Donde N(t) es el numero de moléculas aun excitadas en el tiempo t, vy la
constante de emision radiativa y k la constante de emisidon no-radiativa. Para
t=0 tenemos que N(t)=No, y si integramos la ecuacién es posible ver que:

N(t) = Ny e/ (1.3)

con
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T=1/(y + k)(1.4)

Asi la intensidad fluorescencia tendra un decaimiento exponencial y es
posible obtener directamente el t a partir de determinar la reduccion de la
fluorescencia inicial en un factor 1/e, o linealizando este grafico para
decaimientos mono-exponenciales como log I(t) vs t y determinando la

pendiente de la gréfica (Jameson-2014).
I(t) = I, e (1.5)

En caso de que se tenga un sistema con N componentes que decaen

exponencialmente, la emisién estara dada por la siguiente expresion:

I(t) = Z;a;e7t/™ (1.6)

Siendo I(t), la intensidad de fluorescencia para el tiempo t después de la
excitacion; «;, factor preexponencial que representa la contribucion
fraccionaria del decaimiento del fluoréforoi con un v; y T; el tiempo de vida para
el i-esimo componente.

Para el método de modulacion y fase, el tiempo de vida es calculado de
manera independiente por dos vias: la demodulacion de la luz y el cambio de
fase. Por lo cual siempre vamos a tener dos 1, que en el caso de decaimientos
simple exponenciales deberan ser iguales (ty y tp, tau modulacion y fase
respectivamente). Si tenemos una haz de luz incidente con una relacién
(AC/DC)ex y una fase determinada, debido al retardo asociado del estado
excitado el fluoréforo, es posible medir la onda de modulacion en la emision
(AC/DC)em vy el angulo de desfasaje de la luz incidente 6 (ver figura 1.7). Por

lo cual es posible escribir a la modulacion relativa como:
M = (AC/DC)em / (AC/DC)ex (1.7)

Para este método, entonces, se toman medidas de demodulacién y delta
fase a diferentes frecuencias y se calcula el Ty y Tpcomo se describe a

continuacion.
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Intensity(t)
Intensity(t)

Modulated Waves Time

Figura 1.7: Esquema representativo de la adquisicion de datos para los métodos del
dominio del tiempo y de la frecuencia. Modificado de Jameson-2014

Para un fluoréforo excitado con luz modulada con una frecuencia angular o
(igual a 2xf, donde f es la frecuencia de modulacion lineal de la luz), si tiene un
decaimiento mono-exponencial, la siguiente expresion describe con precision

su demodulacion y desfasaje:
F(t) = F(0)[1 + Mg sinifwt + 6)] (1.8)

siendo F(0) la intensidad de fluorescencia promedio, Mg la modulacién relativa

de la emision (AC/DC)em y 6 el &ngulo de desfasamiento de la onda.
Dushinsky en1933 desarroll6 la base matemética que permite describir

las relaciones entre el tau y la demodulacion y delta fase para un decaimiento

mono-exponencial, como se describe a continuacion:

tan 6 = wtp (1.9)
Y,

1
M = W (1.10)

Sin embargo, para el caso de sistema con multi-componentes en la emision,
la relacion entre el angulo de desfasaje y el cuadrado de la modulacién estara

dada por:

_ 2ifiM;sen 6;
tan 6 = S fMicos 0, (1.12)
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Y,
M2 = (3, fiM;sen 6,)*> + (X; fiM;cos 6,)? (1.12)

Usando la notacion descripta por Weber, es posible reducir la siguiente
expresiéon como:

tan 6 = % (1.13)

M? = S%+ G2 (1.14)
donde,

G = ZifiMiCOS Qi (116)
S = ZifiMisen 91' (117)

Esta descripcion conocida como el Algoritmo Weber, permite la descripcion
y estudio de n-componentes como la sumatoria de componentes simples
basado en la utilizacién de las propiedades de la transformacién de Fourier y el
célculo de los valores reales e imaginario de la transformada (G y S,
respectivamente) (Weber-1981).

El método de aplicacion de graficos de fasores para la representacion
gréfica de los tiempos de vida medidos y la substraccién del background por
demodulacién y delta fase fue propuesto originalmente en 1984 por Jamenson
y colaboradores (Jameson-1984).

Propone una representacion grafica de las medidas de demodulacion y
delta fase en un gréfico vectorial, el vector M esta incluido en una
circunferencia con radio 0.5 y centrado en (0.5, 0) para x (Jameson-1984). La
férmula que describe la representacion esta basada en la notacién propuesta
por Weber, tal como se describid anteriormente, para sistemas de emision
heterogénea(Weber-1981).
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x=G = M.cos6(1.18)

y=S8= M.sen6(1.19)

donde M es la demodulacién y 6 la delta fase.

Es facil ver que si se grafica la demodulacion en un grafico vectorial para

una funcidbn mono-exponencial, todos los valores del vector M deberian de

estar en el semicirculo de radio 0.5 con minimo 0 y maximo 1(circulo universal),

independientemente de la frecuencia que se use (ver figura 1.8).

A)

B)

M.sino

S =

M.sing

S=

(D
P o
¢¢ 3
A . )
,.( -T2 I
e
5
I
e
<!
B
>
0 (0.5, 0) 1.0
G =M.cos 6
0 G =Mcoso 1.0
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C)

M.sin6

S

0 G=M.coso 1.0

Figura 1.8: Representacion geométrica de la delta fase () y demodulacion (M) para un 1
monoexponencial (A), dos componentes mono-exponenciales (B) y para un componente con
una reaccion en el estado excitado (C). (Grafico conocido como grafico de fasor, grafico AB o

grafico polar). Modificado de Jameson-1984

Si prolongamos el vector M hasta la interseccion con x = 1, obtenemos
la tangente al angulo 6 y por definicion tan6 = wtp. Por lo cual se obtiene el
tiempo de vida por el delta fase o tp. Mientras si se reordena la ecuacion 1.10

se puede ver que:

= 1D (1.20)

Wty

En la figura 1.8A podemos observar que se forman dos triangulos
rectangulos (OAB y ODB), que si operamos por la razén de catetos pueden
escribirse como:

AB/0A = DB/0B (1.21)

con OA =M, 0B = 1 y AB = \(1-M?), podemos rescribir la ecuacién como:

\/(1;4”” = DB/1 (1.22)

Y el segmento DB corresponde a oty Yy que como mencionamos anteriormente
para una funcibn mono-exponencial coincide con tan6.
Sin embargo, cuando tenemos una combinacién lineal entre dos

decaimientos mono-exponenciales, la posicion del vector deberia de
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encontrarse en la recta que une estos dos puntos en el circulo universal. Y para
este caso el ty es mayor que el 1p (figura 1.8B).

Por dltimo, para el caso de reacciones en el estado excitado de la sonda
(FRET, relajacion dipolar, etc), la posiciéon del vector deberia de estar fuera del
circulo universal, asociado a un retardo en la emision por el proceso que sufre
la sonda en el estado excitado (ver figura 1.8C). Para esta situacion el ty es
menor que el tp. Para la situacion de multiples fluoréforos 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 fluoréforos con tiempos de vida
cortos y lo opuesto para frecuencias bajas.

Pese a que se piensa que la aplicacion de fasores es Unicamente para
ensayos con luz modulada, es posible representar de la misma manera a los
datos de decaimientos de luz pulsada tal como se describié originalmente
(Weber-1981):

G@) = [, I (t)cos(wt)dt /[ 1 (t)dt (1.23)
S@) = [ 1 (®)sen(wt)dt /[, I (D)dt (1.24)

Estas propiedades fueron explotadas inicialmente para el analisis masivo de
datos en microscopia de tiempo de vida (FLIM) por (Digman-2008). Golfetto y
colaboradores revisaron la aplicacion de esta metodologia para estudiar,
basados en las propiedades de relajacion dipolar y sensibilidad a la polaridad
de LAURDAN, la movilizacion de colesterol en membranas celulares (Golfetto-
2013).

Por ultimo, recientemente se ha propuesto una extension de este tipo de
analisis por una transformacion en el espacio de Fourier de los datos
espectrales de microscopia para desmezclar la emision de varios fluoréforos en
células (Fereidouni-2012). Esta aproximacion provee una nueva posibilidad de
analisis de los datos de microscopia sin la necesidad de tener un sistema de

microscopia especial para la realizacion de FLIM y con las ventajas por sobre
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los métodos clasicos de analisis de poder cuantificar sistemas complejos en la

emision del LAURDAN como la combinacion de estados discretos.

— Z;J(@.COSQ@QTTTLA/L) (125)
2l

G

_ Zalgysen iz ?/)) (1.26)
2l

S

Siendo I(A) la intensidad de fluorescencia, n el nimero de armoénico, A

longitud de onda para la I(A) y L la longitud del espectro. En la figura 1.9 es
posible ver un ejemplo de como se comporta el sistema para una simulacion

con tres espectros con diferente maximo y ancho de pico, en el primer y

segundo arménico.

465nm 572nm 558nm

]

I(au)

Figura 1.9: Simulacion de tres espectros con diferente maximo y ancho de pico, en A es posible

ver la posicion de cada uno de los espectros en el primer arménico y en B para el segundo

armonico. Modificado de Cuturale-2013
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En la figura anterior es posible ver como el grafico 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 posicién angular (en
sentido anti-horario), mientras que los incrementos en el ancho de pico mueven
la posicion del espectro hacia el centro del grafico (radial). Cuando se calcula
los valores de G y S para el segundo armoénico se logra una mejor resolucion
de la funcién que se esta ajustando. Sin embargo, la posicion en el grafico de
fasor espectral puede rotar y avanzar sobre un segundo ciclo anti-horario para
la posicion angular (complicando en parte el andlisis), pero logrando mucho
mayor resolucion radial.

Una propiedad muy importante del uso de la transformacién de Fourier es
gue es posible estudiar emisiones complejas como combinaciones lineales de

emisiones simples (independientemente del nimero de armaonico).

Proponemos entonces la aplicacion de estos dos nuevos métodos de
andlisis (gréficos de fasores para el tiempo de vida y espectral) para los datos
de emisién del LAURDAN y PRODAN en sistemas de membranas sintéticos y
complejos discutiendo las ventajas y limitaciones cuando se comparan con los
clasicos métodos de GP y centro de masa del espectro (CM). Se evaluara 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 comprensién de los
efectos de moléculas foraneas (sevoflurane por ejemplo) en sistemas
complejos (surfactante pulmonar). Los resultados presentados en esta seccion
fueron obtenidos gracias a una pasantia 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 instrumentacién para estado estacionario de la Unidad
de Bioquimica y Protedmica Analiticas del Institut Pasteur de Montevideo,
gracias a la generosidad de los Dres. Rosario Duran y Carlos Bathyanny. Y los
experimentos de fasores espectrales con resolucién espacial por microscopia

de dos fotones fueron obtenidos en colaboracion 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 pasantia de dos semanas en el mes de junio de 2014.
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Resultados.

Graficos 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

gréaficos de fasores para el tiempo de vida.

Inicialmente fue necesario calibrar nuestro sistema de adquisicion de
trabajo, un Fluorometro de modulaciéon y fase marca ISS (Chronos-FD, ver
detalle da la instrumentacion en materiales y métodos) en el Laboratorio del
Prof. David Jameson en la Universidad de Hawaii.

Se utiliz6 dimetil-POPOP (1,4-Bis(4-methyl-5-phenyl-2-oxazolyl)benzene,
DM-POPOP) como estandar de tiempo de vida y se evaludé el efecto de la
temperatura para el tiempo de vida de nuestro estandar usando un estandar
primario con tiempo de vida cero asociado a la dispersion de la luz (glicogeno)
(Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Tiempo de vida del DM-POPOP a diferentes temperaturas *

Temperatura (°C) 1, (ns)" x>
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).
9 <> (Promedio): 1.42 ns

La temperatura no muestra un efecto significativo sobre el tiempo de vida
del DM-POPOP, se puede identificar un solo componente con una <t>~ a 1.42
ns y un y?(chi-cuadrado) de ~ 1.06. Por lo cual, para todos los anélisis se
utilizara 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 posicién del tiempo de vida

en el gréafico se encuentra siempre sobre el circulo universal y simplemente
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varia la posicion hacia valores mas cercanos a cero cuando se incrementa la

frecuencia (ver figura 1.10).

0.80

— UniversalCirce

® dmpopop vs gly 359 20C 45pol.ifx
0.60 4
dmpopop vs gly 353 20C 45pol.if«-120.000MHz
(1.428n=,1.408ns)
e
s
T
0.40 4
w dmpopop vs gly 339 20C%5pol.if-40.000MHz
(1.433ns,1.583ns)
0.20 1
0.00
-0.20 T T T T T T
-0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
G

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 20°C: 1,~2.06 y 1, ~ 0.77 ns. La

temperatura disminuye el t de ambos componentes y también el <t> (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) T, (ns)
20 2.060.07
30 1.74+0.06
40 1.47+0.06
45 1.3740.05

1, (ns) S f f2 x
0.77¢0.02 137 046 055 0.763
0.64+0.02 118 049 051 0.847
0.53+0.03 100 050 0.50 0.969
0.48+0.03 093 051 049 0.609

<1> =1 medio
f,=fraccional de la exponencial
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En el siguiente grafico es posible ver como la posicion del <t> 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.
0.80
—— UniversalCirde
° Prodan water €376 mkov399
20C-2 40-200 mHz.ifx
0.604
Prodan water €376 mkv339 20C-2 40-200 mHz.if«-200.000MHz
(1.012ns32%ns]
[ L
0.404 é
w
Prodan water x376 mkv339 20C-2 40-200 mHz..ifx-40.000MHz
0.20+ (1.302ns 1.4%4ns)
0.00
-0.20 T T T T T T
-0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
G
0.80
0.604
0.404
w)
0.204
0.00
_DZD L] Ll Ll L] Ll L)
-0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

G

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 emision del PRODAN. Freq. 98MHz

Como hemos visto en la introduccion, PRODAN asi como LAURDAN tiene

la capacidad de censar la polaridad del entorno y relajar su estado excitado
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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 lipidicos.

abla 1.3: Tiempo de vida para el PRODAN en diferentes solventes.

Solvente 7, (ns) 7, (ns) <> fi £ v’
Agua 2.06x0.07 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

<1t> =1 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 excepcidén 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) 7, (ns) T, (ns) (:s) fi £ x>
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 0.9840.02 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 3.62 099 0.01° 1.165
kv-500 20 7.06£0.02 - 1.00 -  1.743°
mkv-399 40 6.45:0.20  4.18t0.50 5.32  0.83 0.17 0.720
kv-500 40 7.86+2.00  5.69+0.30 4.93*  0.13 098 9.1

* ver grafico de trasmision para los filtros(figura x12A)
.. - p

ajustado Unicamente por demodulacién
*%

para lograr el ajuste fue necesario incluir 3 componentes discretos (t3 = 1.25+£0.02 y f; =-0.117).
A considerando al tercer componente.

A través del uso de filtros de pase alto o de banda es posible seleccionar
diferentes poblaciones de fuoréforos en su estado excitado. En la siguiente
tabla se presentan los resultados del analisis de los tiempos de vida para el
PRODAN y LAURDAN en DPPC con diferentes filtros y temperatura.
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Por ultimo, se puede ver en la figura 1.12 el grafico de la emisién de
PRODAN y LAURDAN en DPPC con el uso del set de filtros antes
mencionados, el cual permite colectar la emision de diferentes poblaciones del
estado excitado. También se estudia el efecto de los filtros sobre la posicién del
tiempo de vida medio en el PP para PRODAN y LAURDAN en DPPC. Es claro
gue el filtro que selecciona la parte roja del espectro de emision, promueve el

desplazamiento en la posicién del vector hacia fuera del circulo universal.

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -92



A)

1.0
0.9
0.8
<
© 07
N
T 06
£
O 05|
4
°
o 04
S
@ 03
c
[}
e 02
0.1 S
0.0 —
390 420 450 480 510 540 570 600
rem (nm)
0.80 0.80
0.60 0.60
B) C)
0.404 0.404
0] )]
0.20 0.204
0.00 0.00
-0.20 T T T T T T -0.20 T T T T T T
020 000 020 040 060 080 100 120 020 000 020 040 060 080 100 120
™
D) 0.80 G E) 0.80
0.604 0.604
0.404 - 0.404
%) )
0.204 0.204
0.00 0.00
-0.20 T T T T T T -0.20 T T T T T T
-0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1. -0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
G G

Figura 1.12: A) Espectros de emision normalizados del PRODAN en DPPC a 20°C sin filtros en
la emision (naranja), con filtro mkv-399 (azul) y kv-500 (rojo). B y C) Posicién 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) Posicién 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 -93




Efecto del Colesterol y la temperatura sobre membranas con fase
gel (DPP(), fluida (DOPC) y coexistencia gel/fluida (DOPC/DPPC;
1:1) a través de grafico de fasores (PP) en cubeta.

Para poder estudiar como se afectan la fraccion 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
poblacién. A continuacidbn se muestra un grupo de espectros de emision
normalizados de LAURDAN en extracto organico de surfactante pulmonar
(ESP) a temperatura ambiente, el cual presenta coexistencia de fases Lo/Ld.

11

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Intensidad Normalizada

0.2

0.1
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Figura 1.13: Espectros de emision 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 analisis del efecto de la temperatura y colesterol se seleccioné 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 vesiculas multilamelares con los lipidos 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 fosfolipido).
Como puede verse en la figura 1.14, el diagrama de fases para estos
fosfolipidos muestra cuél es el estado de la membrana dependiendo de la

concentracion de colesterol.

cholesterol

Figura 1.14: Diagrama de fases para una

mezcla ternaria DOPC:DPPC:colesterol.

En los cursores verde, rojo y azul, es
posible ver cuédl es la fase que tiene
cada una de las mezclas que hemos
seleccionado. Extraido de Marsh-2013

. A f i
(18:1ca’) PC (d,,-16:0),PC

2

A continuacion puede verse un set de resultados para 25 y 35°C de las
mezclas con concentracion creciente de colesterol en la fraccidén sin relajar y
relajada del LAURDAN (azul y roja).
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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 utilizo filtro de emisién mkv-
399+mUK-404 y 40.7 MHz.

El primer resultado a destacar de la fases puras (gel, DPPC vy fluida,
DOPC), es que se encuentran muy cercano al circulo universal en el canal azul
y la posicion para la fase fluida se asocia a tiempos de vida menores que para
la fase gel. Es posible trazar una linea recta que una estos dos estados
discretos y en el medio puede verse que se encuentra la mezcla de ambas
fases en una proporcion 1:1. Esta caracteristica se pierde para el mismo
sistema a mayor temperatura. La inclusion de colesterol provoca que loslipidos
en fase simples (DPPC y DOPC) tiendan a moverse cercano al circulo
universal y en sentido contrario. Mientras que para la DOPC el incremento de
colesterol corre la posicion del PP a valores mas cercanos a (0,0), para la

DPPC el incremento de colesterol corre la posicion para valores mas cercanos
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a (1,0). Para la mezcla 1:1 de ambos fosfolipidos (con coexistencia gel/fluida)
se puede ver en el grafico 1.15 que tiene un comportamiento similar a la fase
fluida, moviendo su posicibn hacia valores mas cercanos a (0,0) con el
incremento de colesterol. Los desplazamientos netos en la posicion del PPson
mayores para las membranas compuestas con DOPC y DOPC/DPPC,
observandose 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 concentracion).

La temperatura, independientemente de la composicion de la membrana,
siempre mueve la posicién en el gréfico a valores mas cercanos a (1,0) o

tiempos de vida mas cortos.
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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 utilizé filtro de emision kv-500 y
40.7 MHz.
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Cuando miramos la fraccion roja de la emision, lo primero que podemos
destacar es que, independientemente de la fase, todos los valores de tiempo
de vida medios estan fuera del circulo universal, asociado a la fraccion relajada
de la sonda. La posicion de la fase gel esta mas cercana a la posicion (0,0) y la
fase fluida mas cercana a la posicion (1,0). El colesterol mueve la posicion de
las diferentes mezclas en sentido horizontal hacia (0,0), independiente de la
fase. Y la temperatura mueve en sentido contrario, osea hacia (1,0). No es
posible establecer una relacion lineal entre los fosfolipidos puros y la mezcla de
ambos.

Un resultado interesante resulta de mirar como responden las diferentes
mezclas a un andlisis de multifrecuencia. En la siguiente figura (figura 1.16)
puede verse como se modifica la distancia entre las posiciones en el canal azul
y rojo (dentro y fuera del circulo universal, respectivamente), encontrandose la
distancia maxima para valores de frecuencia ~ 40-50 MHz. Con el cambio en la
frecuencia, en un sistema heterogéneo como el que estamos estudiando, se
podria 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.
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Figura 1.16: A) Graficos de fasores para los diferentes fosfolipidos (DOPC, DPPC) y la mezcla
1:1 (DOPC:DPPC) mostrando la posicién en el canal azul y rojo para un rango de frecuencias
8-150 MHz. Se midi6 con unidades relativas la distancia entre estas posiciones, APPr.(B). Es
posible ver la influencia en la selecciébn de los estados excitados con la variacion en la

frecuencia.
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Fasores espectrales (spectral phasor, SP) para el estudio de la emision
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 utilizé para el estudio de la emision de

LAURDAN y PRODAN por tiempo de vida, se evalla para el andlisis espectral
con la transformacion de Fourier.
En el siguiente gréfico (figura 1.17) puede verse el primer y segundo armoénico
de la emisibn de LAURDAN en los diferentes grupos de vesiculas
multilamelares. Es posible identificar una relacién lineal en el primer y segundo
armonico para las vesiculas sin colesterol, encontrandose la mezcla 1:1 de
DOPC/DPPC en el medio de la trayectoria lineal que une los dos grupos de
vesiculas con fosfolipidos 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 posicion de las diferentes mezclas hacia
longitudes de onda menores (en sentido horario en la resolucién angular) y
dependiendo de la fase se ven comportamientos diferenciales en la resolucién
radial. Mientras que se observa un sutil corrimiento hacia valores mayores en la
posicion radial para el primer armoénico de las vesiculas de DOPC vy
DOPC:DPPC con el incremento del colesterol, este efecto es muy claro en el
segundo arménico. El efecto del colesterol para la posicién radial de la DPPC
es opuesto, y tal como en el caso anterior, el segundo arménico otorga una

mejor resolucion (figura 1.17).
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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 %, tamafio creciente de los cursores) y la

composicion fosfolipidica, en la emisién del LAURDAN. Espectros obtenidos con Aex a 360 nm.
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La temperatura, independientemente de la composicién de la membrana,
mueve la posicion del SP a valores de longitud de onda mayores (gira en
sentido anti-horario en la resolucién angular) y modifica la posicién radial hacia
valores menores (mas cercano al centro). Un dato relevante es que, a medida
gue se incrementa la temperatura, es posible ver como los diferentes grupos de
vesiculas con valores crecientes de colesterol, logran alcanzar una relacion
lineal independiente del grado de saturacion de la fosfatidilcolina y/o si existe
una mezcla equimolar de fosfatidilcolina de alto y bajo punto de fusién (Figura
1.18).

(Aex360, 15°C) (Lex360, 35°C) (rex360, 55°C)

Figura 1.18: SP de las MLVs de DOPC (azul), DPPC (rojo) y DOPC:DPPC (1:1, verde)
cargadas con LAURDAN a 15, 35y 55°C. Espectros obtenidos con Aex a 360 nm.

A continuacién se muestran el andlisis de GPex y CMex para el mismo
diagrama de mezclas. Puede verse que la adicion de colesterol produce un
incremento en los valores de GP y CM para las vesiculas con DOPC vy
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 concentracion produce una disminucion de la GP y CM. El
efecto de la temperatura, independientemente de la composicion de las

membranas, produce una caida de la GP y CM (ver figura 1.19).

Figura 1.19x: GP de LAURDAN en vesiculas 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 utilizé como Aex 360 nm.
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Estudio de la coexistencia de fases en vesiculas 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 vesiculas gigantes unilamelares con mezclas de lipidos
gue permitieran generar diferentes tipos de fases (ver diagrama de fases figura
1.14). Las imagenes espectrales fueron tomadas en un microscopio Zeiss 710
con resolucion espectral y un laser Mai-Tai (SpectraPhysics) sintonizable de 2-
fotones (ver descripcion detallada en materiales y métodos). Los experimentos
fueron realizados con luz polarizada y circularmente polarizada, para evaluar el
efecto de fotoseleccion.
En la siguiente figura podemos ver el primer y segundo armonico del espectro
de emision del LAURDAN en GUVs con fase gel (DPPC) o fluida (DOPC) a
24°C vy el efecto del colesterol. A través del uso de cursores podemos definir
grupos de pixeles de interés en el gréfico del primer arménico y visualizar su

posicion en la figura (figura 1.20).

1 i e 1

DOPC: Chv(r> DPPC:Chol (1:1)

Figura 1.20: Trayectorias de los pixeles de las imagenes de GUVs con diferentes fases en

el primer y segundo armoénico (resultado del analisis de 10 GUVs por mezcla). Con los

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -104




cursores de diferentes colores es posible seleccionar grupos de pixeles y ver su ubicacion en la
figura. En el zoom es posible ver la seleccion de los pixeles con diferentes fases definidas a
partir de las mezclas seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14), asi como las
trayectorias generadas por la inclusién de colesterol en las membranas con fases simples (se
definié un codigo segun el corrimiento espectral del violeta al rojo, como los pixeles de menor a
mayor corrimiento espectral). En la parte inferior es posible ver las imagenes representativas de
los diferentes grupos de GUVs (imagenes tomadas a resoluciéon de 512x512).

Tabla 1.5: Posicion de los cursores en los gréaficos de fasores de la figura xx.
Cursor Primer arménico* Segundo armoénico*
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.

Se seleccionaron en el grafico SP del primer armdnico los pixeles que
pertenecen a cada tipo de fase a partir de un cédigo de colores (ver figura
1.19). Se definen primeramente las fases simples (gel y fluida, Lp y La
respectivamente) y posteriormente se identifica el grupo de pixeles que
pertenece a la mezcla de DPPC y DOPC mas colesterol (Lo). Es posible ver
gue en ambos casos el colesterol mueve la posicién 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: La— LB, LB — Loy La—
Lo. La presencia de pixeles con una combinacion 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 andlisis para una mezcla equimolar de DOPC:SM,
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puede verse con claridad que se identifican dominios de membrana con fase

gel (cursor azul), ver figura 1.21.

DOPC:SM (1:1)

Figura 1.21: Graficos de SP para el primer y segundo arménico de GUVs con
coexistencia de fases gel/fluida (DOPC:DPPC y DOPC:SM; 1:1), resultado del analisis de
10 GUVs por mezcla. La posicion de los cursores es la definida por las fases simples (figura
1.20). En el zoom es posible ver la seleccion de los pixeles con diferentes fases gel (cursor
azul y sefialado con una fecha) y la fase fluida con el curso rojo (imagenes tomadas a
resolucion 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 posicion 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

(relacién molar 2:2:1), es posible ver que los limites de los dominios presentan
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Figura 1.22: A) Gréficos de SP para el primer y segundo arménico de GUVs preparadas de
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DOPC:DPPC:Chol (relacion molar 2:2:1), resultado del andlisis de 10 GUVs por mezcla. La
posicién de los cursores es la definida por las fases simples (figura 1,20). En el zoom es
posible ver la seleccién de los pixeles con diferentes fases: Lo (cursor violeta/azul) y Ld (curso
amarillo/rojo). B) Graficos de SP para el primer y segundo arménico de GUVs preparadas de
DOPC:SM:Chol (relaciéon molar 1:1:1), resultado del andlisis de 10 GUVs por mezcla. En el
zoom es posible ver la seleccién de los pixeles con diferentes fases: Lo (cursor violeta/azul) y
Ld (curso amarillo/rojo). (Imagenes tomadas a resolucion de 512x512). El cursor rosado

selecciona los pixeles del background.

una interfase de pixeles con diferente proporcion 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 posicion de la fase Lo para cada una de las mezclas
es sutilmente diferente.

Para el mismo grupo de vesiculas se procedid a incluir un filtro de
polarizaciéon circular (quarter-wave plate), para disminuir el efecto de
fotoseleccion asociado a la excitacion del LAURDAN con luz polarizada. Fue
necesario determinar la correcta orientacion angular del filtro que permita
disminuir la polarizacion en una mezcla de DPPC. Como puede verse en la
siguiente figura 1.23, se roto el filtro hasta conseguir desaparecer el efecto de

polarizacién, identificando como mejores angulos: 300° y 332°.

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -108




Figura 1.23: Imagenes de GUVs de DPPC tomadas con el mismo set experimental pero
variando la posicion del filtro de polarizacién circular. Al pie de cada imagen es posible
identificar el angulo utilizado. El cursor azul se posicion6 en el centro espectral para la
poblacion de pixeles de todas las vesiculas. El cursor rosado selecciona los pixeles del
background.

Posteriormente se realizé el mismo analisis espectral para las vesiculas
con fases simples y la combinacion de éstas. En la figura 1.24, se puede ver la
posicion en el primer y segundo arménico de SP para el LAURDAN en las
vesiculas de DOPC y DPPC. Como puede verse, la adicibn de colesterol
modifica la posicion espectral del LAURDAN dependiendo de la fase en la que
se encuentre. Para las vesiculas de DOPC existe un corrimiento significativo
hacia 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 posicion espectral, cambiando mayoritariamente el ancho del

espectro.

DPPC:Chol (1:1)

Figura 1.24: Trayectorias de los pixeles de las imagenes de GUVs con diferentes fases en el

primer y segundo arménico (resultado del andlisis de 10 GUVs por mezcla). En el zoom es
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posible ver la seleccién de los pixeles con diferentes fases definidas a partir de las mezclas
seleccionadas de los diagramas de fases (figura 1.14), asi como las trayectorias generadas
por la inclusién de colesterol en las membranas con fases simples (se utilizé el mismo codigo
de corrimiento espectral definido para la figura 1.20). En la parte inferior es posible ver las
imagenes representativas de los diferentes grupos de GUVs (imagenes tomadas a resolucion
de 256x256 y con el filtro de polarizacion circular a 330°). El cursor rosado selecciona los

pixeles del background.

Tabla 1.6: Posicion de los cursores en los graficos de fasores de la figura 1.24.

Cursor Primer arménico* Segundo arménico*
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.

Fue necesario modificar sutilmente la posicion de los cursores utilizados
para el analisis con luz polarizada (figura 1.20) dado que existieron pequefios
corrimientos espectrales asociados a la polarizacion de la luz (ver tabla 1.5y
1.6).

Cuando se genera una mezcla binaria con coexistencia de fases
gel/fluida (DOPC:SM, en proporcion equimolar 1:1) es posible identificar una
relacion lineal entre fases “simples” (gel y fluida). En los limites de los dominios
gel/fluido se pueden ver pixeles con coexistencia gel/fluida en diferentes

proporciones (amarillo/cian), ver figura 1.25.
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Figura 1.25: Imagenes y graficos de primer y segundo arménico de GUVs con una
mezcla binaria equimolar de DOPC:SM (resultado del andlisis de 10 GUVs por mezcla). En
el zoom es posible ver la seleccidn 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 cédigo 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 (imagenes tomadas a

resolucion de 256x256 y con el filtro de polarizacion circular a 330°).

Las mezclas ternarias DOPC:SM:Chol (1:1:1) y DOPC:DPPC:Chol
(2:2:1) mostraron coexistencias de fase Lo/Ld, identificAndose una relacion
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 limites 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: Imagenes y gréficos de primer y segundo arménico de GUVs con mezclas
ternarias: DOPC:SM:Chol (2:2:1) y DOPC:DPPC:Chol (1:1:1) (resultado del andlisis de 10
GUVs por mezcla). En el zoom es posible ver la seleccién 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 (imagenes tomadas a resolucion de 256x256 y
con el filtro de polarizacion circular a 330°).
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Figura 1.27: Primer arménico de la emisién de LAURDAN en una GUV compuesta por
DOPC:SM:Chol (2:2:1). Reconstitucion 3D de una GUV, en el zoom es posible ver en detalle
los dominios Lo (seleccionados con el cursor azul), rodeados de pixeles con combinacion 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 (imagenes tomadas a resolucion de 256x256 y con el filtro de polarizacién circular a

3300).
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Discusion:

Los efectos del colesterol en membranas modelo han sido ampliamente
estudiados en las ultimas dos décadas, utilizdndose una variedad de métodos
biofisicos como resonancia magnética nuclear (RMN) (Vist-Davis-1990;
Sankaram-Thompson-1990a), resonancia electronica de espin (EPR)
(Subczynski-1990; Sankaram-Thompson-1990b), calorimetria diferencial de
barrido (Vist-Davis-1990, Tampé-1991; Keough-1989), dilatometria (Melchior-
1980), difraccion de neutrones de angulo 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 mamiferos,
donde genera modificaciones estructurales y dinAmicas en las propiedades de
los fosfolipidos. Pese a la mala reputacién que el colesterol tiene asociada con
la promocion 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 regulacién
de procesos de sefializacion a través de membranas (Adebiyi-2014; Agarwal-
2014; Lee-2014).

Pese al esfuerzo dedicado en las ultimas 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 todavia de
desarrollo metodolégico a resolver. Con el advenimiento de las nuevas
tecnologias de microscopia confocal de fluorescencia, el uso de sondas de
relajacion por polaridad del entorno demostraron ser muy importantes para
comprender aspectos estructurales y dinamicos de las membranas celulares
con resolucion espacio-temporal (Yu-1996, Parasassi-1987, Dietrich-2001).

En este trabajo proponemos el uso de dos nuevas herramientas de
analisis de los resultados de la emision del LAURDAN y PRODAN en estado
estacionario y en el tiempo de vida (gréficos 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
asi como la polaridad mueven la posicién del tiempo de vida media en el PP a
valores mas 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 vesiculas de DPPC a temperaturas por debajo y
arriba de la transicién de fase (Tm), puede verse que el PRODAN pasa de un
sistema de dos componentes a basicamente un sistema simple (tabla 1.3),
identificAndose una disminucién del t; y la desaparicién aparente del t,. 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 dispersion de luz, lo cual se debe a que los
experimentos fueron realizados en vesiculas multilamelares (MLVS). La
inclusion de filtros de pase alto en la emision, permite seleccionar diferentes
poblaciones de tiempos de vida, asociados a diferentes estados de relajacion
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 emisibn mas cercanas al rojo, los tiempos de
vida tiene una disminucion del valor medio para 20°C, 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 41.5°C la membrana se encuentra en fase
liquida cristalina, por lo cual el uso de filtros de emisién para el rojo o azul no
tiene ningun efecto significativo en la seleccion de estados excitados.

Para PP a 20°C es posible ver, que tanto para el filtro en el azul como
para el rojo, los valores estan dentro del circulo universal (figura 1.12B), lo que
significa que el tiempo de vida medio deberia estar compuesto por
combinaciones lineales de al menos dos componentes. Sin embargo, a 54°C 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 relajacion dipolar del PRODAN en DPPC en
fase liquida cristalina.

Para el caso del LAURDAN es posible ver en los PP que su posicién
siempre se encuentra hacia valores mas 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 circulo universal, indicando la presencia de
relajacion dipolar y el filtro azul muestra un componente mono-exponencial que
responde a la temperatura moviendo su posicién hacia tiempos de vida mas
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 fraccion azul de la emision de LAURDAN (figura 1.15), es posible ver que
el método predice con claridad la posicion de las fases simples (cursor azul y
verde) cercano al circulo 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. Ademas, es posible
identificar rapidamente que el tiempo de vida medio del LAURDAN en DPPC es
mayor que el tiempo de vida del LAURDAN en DOPC, lo cual esta en linea con
los resultados antes descriptos por diferentes autores (Parassasi-1986).

Cuando se incluye colesterol en las membranas, vemos que para las
vesiculas con fases fluida y coexistencia gel/fluida, el tiempo de vida medio
para el LAURDAN sufre un corrimiento para posiciones mas cercanas a (0,0),
lo que se corresponde con tiempos de vida mayores. Esto se encuentra
asociado al efecto del colesterol sobre las propiedades fisicas de membranas
en fase liquida cristalina descripto por (Thewalt-Bloom-1992), el colesterol
promueve el orden de la membrana para concentraciones mayores a 6%
(aparicién de fase Ld para concentraciones de colesterol entre 6-25%) y la
aparicion de fase Lo para concentraciones mayores al 30% molar. La fase Ld
tiene restricciones en la rotacion axial de los fosfolipidos, mientras que para la
fase Lo a esto se suma la disminucién en la difusion lateral de los fosfolipidos
(Ipsen-1987, Mouritsen-1991), y se asocia a cambios en el estado de
hidratacion 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 observd para la fase liquida
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cristalina. El colesterol mueve la posicion de la emision 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 rotacion axial y difusién lateral de los fosfolipidos, 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 vesiculas con fase liquida cristalina y
gel/liquida cristalina. Esto es debido al tiempo rotacional del agua en el entorno
del LAURDAN. Como se discutié en la introduccién de este capitulo, el agua
gue 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 relajacion aproximadamente de ps). Los valores estimados
de la tasa de relajacion del agua para la fase gel y liquida cristalina son
aproximadamente 0.66 x 10° s*y 1.26 x 10° s™, respectivamente (Parasassi-
1986). Es facil darse cuenta que es dificil poder ver cambios significativos en la
posicion del PP para la fase gel dado que el tiempo rotacional es mucho menor
gue el tiempo de vida del estado excitado (aproximadamente 6-7 ns). Mientras
gue para el caso de la fase liquida cristalina, el tiempo rotacional esta en el
entorno del tiempo de vida (aproximadamente 3-4 ns).

Independientemente de la composicion de la membrana original (DOPC,
DPPC o DOPC/DPPC), es posible ver que con la adicion de colesterol no es
posible establecer una relacion lineal para cada sistema, ni tampoco entre los
sistemas para la misma concentracion de colesterol. Esto denota que los
sistemas binarios y ternarios en una emisién promedio (debido a los estudios
realizados en cubeta) tienen una emision compleja con multiples estados, que
hacen imposible resolver el problema simplemente como la combinacion lineal
de dos estados. Parte de este problema podria ser resuelto cuando a partir de
la resoluciéon espacial de la microscopia 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 entropia.

Cuando analizamos los resultados de la fraccion roja de la emision del

LAURDAN en membranas, vemos que este filtro permite ver la fraccion
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relajada de la sonda. La primer conclusiéon importante a destacar es que
independientemente de la fase (gel, liquido ordenada, liquido desordenada,
liquido cristalina, ordenadas de menor a mayor fluidez), todas tienen una
fraccion con relajacién 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 organizacion de las
membranas que permiten que existan arreglos de fosfolipidos de una particular
organizacion supramolecular en la otra (Ilamese liquido ordenada con liquido
desordenada, por ejemplo). Las vesiculas de fosfolipidos sin colesterol no
presentan una relacién lineal, asi 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 fraccion roja de la emision el LAURDAN, produce una
disminucién del tiempo de vida medio independientemente de la composicion
(inclusive para la DPPC), lo que se explica como una disminucion en el
contenido de agua en la membrana y polaridad.

El desplazamiento por la relajacion dipolar (dentro y fuera el circulo
universal) en la posicidén 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 resolucion espacial por microscopia confocal de fluorescencia
(Golfetto-2013). En este trabajo los autores proponen que la rotacién en el
grafico de fasores se debe a un retardo en la emision del estado excitado
asociado al proceso de la relajacién dipolar que conlleva a un aumento en la
“delta fase” en la emisidén. Este cddigo 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 dificil de comprender la
extrapolacion de estos resultados a sistemas de membrana, donde la fraccién
de agua que el LAURDAN puede censar tiene las caracteristicas antes
descriptas (restriccion rotacional) y la solucién heterodispersa de colesterol
(colesterol soluble) no permite ver el efecto que se genera por la interaccion
colesterol-fosfolipido y la organizacién supramolecular de membranas. Los
autores proponen gue el colesterol incrementa la relajacion dipolar (observado

en el fasor del filtro rojo, 6 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 como se afectan las fases
simples (DOPC, DPPC o DOPC/DPPC) con la inclusion de colesterol y la
temperatura. Esta Ultima produce una combinacion del desplazamiento
horizontal (incremento en la polaridad con disminucién del tiempo de vida) y
vertical (relacionado con aumento de la relajacion 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 dificil poder proponer una regla que permita
discriminar su efecto sobre la polaridad y relajacion dipolar para sistemas
complejos, con nuestros resultados.

Pese a esto, es importante destacar que los PP permiten discriminar con
precision los efectos del colesterol y la temperatura ofreciendo un sistema de
analisis libre de modelos y de facil interpretacion, lo cual es muy util para el
estudio de sistemas complejos donde la composicién lipidica no estéa del todo
definida.

Un dato interesante que permite el trabajo con un fluorémetro de
multifrecuencia por sobre los experimentos en microscopia confocal de tiempo
de vida, se asocia a la limitacibn que esta Ultima tiene para el uso de
frecuencias definidas. Esto puede ser relevante para el andlisis, dado los
resultados que se presentan en la figura 1.16, donde puede verse que el
incremento en la frecuencia permite la seleccion de diferentes poblaciones de
tiempo de vida. Esto debe de ser tenido en cuenta cuando se utiliza esta
aproximacioén en microscopia, tal como es el caso de los trabajos de Owen y
Golfetto (Owen-2012; Golfetto-2013). En estos trabajos usan en la repeticion 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 imagenes, siendo significativa la diferencia observada
en el gréfico de distancia entre la posicion del curso para el filtro azul y rojo
para cada mezcla de fosfolipidos.

La aplicacion de la transformacion de Fourier a los espectros de emision
de LAURDAN otorga una nueva dimension al analisis de los resultados en
estado estacionario basado en las propiedades de la funcion. Las propiedades
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han sido descriptas anteriormente y en la figura 1.17. Es posible ver como los
corrimientos espectrales y los cambios en la heterogeneidad en la emision
pueden ser discriminados en el gréfico de fasor espectral. Las vesiculas puras
de DPPC y DOPC poseen una relacion lineal, encontrandose la mezcla
equimolar en el medio de la trayectoria que une a éstas. Las vesiculas de
DPPC muestran el menor corrimiento y ancho espectral, cuando se compara
con la mezcla equimolar de DOPC:DPPC y con DOPC. Esta ultima posee el
mayor corrimiento y ancho espectral asociado a la emisiéon heterogénea del
LAURDAN desde estados relajados y no relajados. El colesterol modifica la
posicion espectral de manera diferencial dependiendo de la composicién y
estado fisico de la membrana. Para las vesiculas compuestas de DOPC (fase
liguida cristalina) el incremento en la concentracion de colesterol en el primer
armoénico promueve el orden de la membrana (corrimiento horario de la
posicién angular) sin una modificacion significativa de la posicion radial, lo que
significa que mantiene la heterogeneidad de la emision. Para este caso, es
posible ver una relacion lineal entre la vesiculas con fase liquida cristalina
(DOPC), Ld (DOPC+colesterol entre 5y 25%) y Lo (DOPC+colesterol mayor a
30% molar), denostando una disminucion en la polaridad del LAURDAN y de la
dinamica e hidratacion de la membrana. Sin embargo, cuando analizamos los
resultados del segundo armonico, vemos que ademas del cambio en el centro
espectral, se puede ver un cambio dramatico en el ancho espectral (posicién
radial), tal como se describiera previamente por Parasassi y colaboradores
(Parasassi-1994b). Esto significa que disminuye la relajacion dipolar y la
polaridad asociado al efecto de orden que induce el colesterol en membranas
con fase liquida cristalina, limitando la rotacion axial y la difusion lateral (Ipsen-
1987). También es mas claro que pese a poseer un ancho espectral distinto, la
adicién de colesterol (100%) acerca los valores del centro espectral a los de
DPPC+Colesterol, mostrando el efecto que éste tiene sobre la hidratacion y
dindmica de las membranas.

Para el caso de las vesiculas compuestas de DPPC, el colesterol
creciente no muestra una combinacion lineal, pero ademas 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
andlisis 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 disminucion en la polaridad del entorno
del LAURDAN. Esto se asocia a una disminucién en la relajacién dipolar por
disminucién del contenido de agua de la membrana o en tal caso a un cambio
en los parametros dinamicos de la membrana por la adicion del colesterol y la
movilidad del agua en el entorno del LAURDAN (Parasassi-1995).

La mezcla equimolar mostré un comportamiento similar al observado por
las vesiculas 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 armonico
muestran basicamente la misma interpretacion.

La temperatura (figura 1.18) mueve la posicion 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
relajacion 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 composicién 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 dindmico en
membranas con fase liquida cristalina independiente de la saturacion de la
fosfatidilcolina.

Estos resultados estan en excelente concordancia con los descriptos
para el PP y a su vez son complementarios, dado el analisis espectral que se
puede hacer. Cuando comparamos con los clasicos 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 descripcion asociado a las propiedades de la transformacion
de Fourier. Parece interesante destacar que pese a que los valores de GP
indicaran en algunos casos un estado de hidratacion 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
hidratacion 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 segun diagrama de fases (figura 1.14).

Parece interesante destacar que cada uno de los métodos de analisis
tiene sus limitaciones por lo cual un abordaje global pensamos podria favorecer
la comprensién de sistemas complejos como las membranas celulares.

Por ultimo pensamos discutir el alcance del uso de SP con resolucion
espacio-temporal en microscopia confocal de dos-fotones. Las bondades del
uso de los gréficos de SP han sido detallas en los parrafos anteriores, pero
como sucede en el caso de PP, la posibilidad de discriminar las propiedades
espectrales del LAURDAN con resolucion espacial creemos puede mejorar la
comprension 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 fotoseleccion, Bagatolli-2004), para estudiar la
performance de los SP en sistemas de vesiculas gigantes unilamelares. Las
mismas mezclas lipidicas (a excepcion de las mezclas con SM) fueron
analizadas con resolucion 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 grafico de primer y segundo
armoénico que existe una relacion lineal entre la DOPC y la DPPC, y que para
ambos grupos de vesiculas, el colesterol modifica la posicidbn espectral
promoviendo una disminucion 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 posicion 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 grafico de SP. Esto
podria ser explicado por la teoria de las cavidades de LAURDAN con diferente
namero de moléculas de agua (Parasassi-2001), identificandose 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 (La y Lo,

por ejemplo), muestran pixeles con diferentes proporciones de ambas fases
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como una combinacion lineal estimable. Esto es muy interesante dado que,
independientemente de la resolucion Optica, con el uso de luz polarizada es
posible ver si existe 0 no coexistencia de fases y también la combinacion 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 combinacion lineal
de LB/La (radio 80/20) para la mezica DOPC:DPPC (1:1). Es posible que el
efecto de la fotoseleccion 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 vesiculas 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 relacion lineal entre los cursores que
sefalan las fases Ld/Lo, desapareciendo en parte los pixeles de la fases La. y
LB. En los limites de los dominios es posible ver pixeles con diferentes
proporciones de la combinacién lineal entre la fase Ld y Lo, lo que puede
explicarse como una gran heterogeneidad de la emision de LAURDAN en estas
regiones asociado a diferentes entornos de polaridad de la sonda por el estado
de hidratacion.

Cuando comparamos los resultados con los de luz circularmente
polarizada, vemos que esta Ultima 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 emision, el
dato mas relevante surge de ver el efecto del colesterol sobre la fase gel. Para
el primer arménico el colesterol modifica a la inversa el centro espectral de las
vesiculas de DPPC cuando se compara con los resultados de luz polarizada.
Mientras que para el segundo armonico (el cual tiene mejor resolucion 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 estd modificando

la organizacion de la membrana, promoviendo la desorganizacion de las
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mismas con el consiguiente cambio de hidratacién, tal como (Ipsen-1987)
previamente describid. 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 basicamente 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 LB poseen regiones de pixeles con LAURDAN emitiendo desde una
fraccion parcial de los estados discretos. Resulta interesante destacar que los
dominios Lo de las vesiculas compuestas DOPC:SM:Chol poseen una
combinacion 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 esfingolipidos poseen, modificando las propiedades del
entorno del LAURDAN y cambiando las propiedades dindmicas del sistema
(Bagatolli-2013).

Finalmente, la reconstitucion 3D de las mascaras generadas a partir de
tomar imagenes en la seccion z de una vesicula, permite su composicion y
analisis en la tercera dimension. En el ejemplo de la figura 1.27, podemos ver
la cara interna y externa de una GUV, observandose un buena correlacion
espacial.

Las ventajas de los SP con resolucion espacial por sobre las medidas en
cubeta son relacionadas con la posibilidad de estudiar certeramente la pureza
de las fases discretas y los limites entre las mismas, permitiendo un estudio
exhaustivo de los aspectos supramoleculares de la organizacion de las

membranas.
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Capitulo 2: Efectos del Sevoflurano
sobre el pulmon in vivo, ex vivo e in
vitro.

Efecto del sevoflurano sobre la funciéon pulmonar y el metabolismo del
surfactante pulmonar.

La anestesia inhalatoria fue introducida hacia mediados del siglo XVII,
donde el éter (sintetizado mucho antes por Ramén 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 teoria de
los narcoticos (Mayer-1899, Overton-1901). Esta predice que la potencia
anestésica esté 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 organicas no
inflamables y con menor toxicidad para el organismo. El primer anestésico
volatil no inflamable fue el halotano (ver figura 22), el cual se usé a partir de la
década del 50 y se dej6 de utilizar hacia la década del 90 dado su hepato-
toxicidad. Mas recientemente, el isoflurano (1971) y sevoflurano (1990) (cuyas
estructuras organicas son: metil-etil-éter y metil-isopropil-éter, respectivamente)
son ampliamente utilizados en el mantenimiento e induccion de la anestesia, en
el caso del sevoflurano dado su baja irritabilidad de la via aérea y agradable
olor.

El coeficiente de particibn 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 (Concentracion alveolar minima 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 concentracion 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 introduccion), lo cual
ha sido explicado por diferentes efectos que los anestésicos pueden producir
sobre la funcion pulmonar. Particularmente, Magnusson propone que la
compresion del tejido pulmonar, reabsorcion de gases ydeterioro de la funcién
del surfactante, podrian explicar esta afectacion de la funcién pulmonar
(Magnusson-2003).

Nuestro trabajo se inicia en la década del 90 con las primeras
observaciones del grupo del Prof. Piriz sobre la aparicion de atelectacias en
partes declives del pulmén durante la anestesia general con agentes

inhalatorios (ver figura 22).
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Figura 2.1: Tomografia 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 aparicion de
atelectacias en la parte dorsal del pulmén. D) Resultados de los valores de PaO, para
15pacientes, puede observarse una disminucion significativa en los valores de PaO, para 11

de los 15 pacientes. Resultados no publicados Piriz-1990.

Es interesante destacar que estos resultados no publicados del grupo
del Dr. Pririz 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 pulmén para tiempos
posteriores a 10 minutos de induccién de la anestesia, produciendo una caida
promedio de la hipoxemia de 15-20% para la mayoria de los pacientes (Moller-
1991).

Posteriormente, Reta y colaboradores (Reta-2000) demostaron que la
anestesia con halotano altera la mecanica pulmonar estudiada por la técnica de
oclusion al final de la inspiracion (Bates-1985), promoviendo el aumento de la

elastancia estatica y del componente viscoelastico del pulmon, con disminucion
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del componente viscoso, cuando se los compara con un grupo de ratas control
anestesiado con pentobarbital sodico (Reta-2000). La histologia del pulmén de
estos animales mostré la existencia de microatelectasias, lo que se asocia a
presion viscoelastica pulmonar. En este trabajo se relaciona por primera vez la
posible vinculacion entre estos resultados y la funcion/biosintesis del
surfactante pulmonar como mecanismo de afectacion primaria. Resultados
similares fueron encontrados posteriormente para el sevoflurano por (Correa-
2001).

Molliex y colaboradores demostraron que la exposicién por 4 h a halotano
en cultivos primarios de N-II disminuye la biosintesis de surfactante pulmonar y
depleciona los niveles de ATP (Molliex-1994). Ademas, inhibe el transporte de
sodio in vitro (Molliex-1998), lo que se relacion6 con una caida del clearance de
fluido a nivel del tejido alveolar (Rezaiguia-Delclaux-1998). Esto podria estar
relacionado con una afectacién directa de la Na,K-ATPasa (Molliex-1998), asi
como de la regulacién génica de la endotelina-1 (Sakamoto-2005), el cual es un
potente vasoconstrictor que ha demostrado poder afectar la reabasorcion 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 combinacion con nucleétidos de adenosina pueden provocar la
muerte celular por piroptosis dependiente de caspasa-1 a partir de la
modulacion en la produccion de especies reactivas del oxigeno (Jin-2013).

La vinculacion entre los efectos de los anestésicos sobre la funcion
pulmonar y la actividad tensoactiva fueron postulados originalmente por
(Morr-Strathmann-1977) y mas recientemente revisados por (Enhorning-1986),
demostrando que a concentraciones elevadas, los anestésicos (en este trabajo
muchos de ellos fueron solventes, a excepcion del halotano) afectaban de
manera reversible al capacidad tensoactiva del surfactante pulmonar.

Basado en la bibliografia existente y los antecedentes de nuestro grupo,
nos planteamos estudiar los efectos de un anestésico de uso rutinario en la
practica clinica (sevoflurano) sobre las propiedades mecanicas, estructurales y

funcionales del pulmén de ratas ventiladas durante 30 minutos. El corto
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periodo de ventilaciébn ha demostrado no afectar la funcién celular y estructural
del pulmoén impidiendo que se sumen mecanismos a los del objetivo de estudio.
Por dltimo, se analiza la bioquimica del lavado bronquiolaveolar, cuantificando
los componentes mayoritarios del surfactante pulmonar y evaluando los efectos
in vitro del sevoflurano sobre una mezcla sintética de fosfolipidos que remeda
la composicion del surfactante pulmonar, a partir de donde se postula un
mecanismo de afectacion del surfactante pulmonar durante la anestesia con
ventilacion mecénica.

A continuacion se presenta un grupo de resultados que han sido publicados
en la revista Pulmonary Pharmacology and Therapeutics en el nimero 28,
Issue 2, August 2014, Pages 122-129, titulada:

Sevoflurane anesthesia deteriorates pulmonary surfactant promoting
alveolar collapse in male Sprague—-Dawley rats

Leonel Malacrida,German Reta,Héctor Piriz,Fabiana Rocchiccioli,Horacio
Botti, Ana Denicola,Arturo Briva

http://dx.doi.org/10.1016/j.pupt.2013.12.005

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -129



Resultados

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -130



Fuimen ay Fhemecoiory & Theraperrs o (0H |18

_".l:a"-'": T
s

Conlant ks svalabde 8 5oenoeDineg

Pulmonary Pharmacology & Therapeutics

LA s Y
A L
T M

R founmal hom e ege: wess oy ier omlocaiady pupt

Sevoflurane anesthesia deteriorates pulmonary surfactant promoting
alveolar collapse in male Sprague—Dawley rats

Leonel Malacnda®, German Reta®, Héctor Piriz®, Fabiana Boochiocioli®, Horacio Botd 1‘,

Ana Denicola “, Artumo Briva*®

4dra dr hreerpocin Rapeorn (AL Drperteemeren dr Fisbpaeodopn A pie’ dee OO e, Deevarrymbad de Co W ol S, Slereteeicln, D gp oy
Fdad der Ol de P — fofae fosner de Moeeeidn, Mordriidinn, Ly
" fahormrorto der Mg SidSra, Foos'tod de Clemaon, Dever widad der fo Sl Moreeeideo, Ly

ARTICLE I HWFo ABITRACT

A hasoryr

Becwrvmd 11 July 2013
Becaved ta omnaed Sormn

& Deoenbar A113
Arceped 24 Decesnbse 1173

e e i | i Bt i e iy apchainlna? il s ) i g i v i ooty i e O A K i e
aarwim e ik o ket il ety oandl, fh b e il el on ases e - aiedoon] pdleeady g e
B, e B o il ol bt i vy, e it il e ol o ol el it 1 ke il e
il iy Senil Cianl Cerpeahed ol LT Sl omeldl oot B aulaTan Al 30 e o
sirasllotuse: afeslwzian S oo —Drw ey dals Al inll afeiana e dl e o o gl pla Sl btloie: af
dimme ] bewe b ool plespbhasUdl bl pocnadal o wngmle e orrpe o in Formg e urm an

:'-::“’:-'_ abgril udllgre, Bt abuvend e dete el am of aha L foal et v e compared L
P—— e ol e e i e D e Bl [EoSmsendt o R i el daselr o ol e i ol e
Pl e ¢ panEalmd ol szalaan meded seerdparen, £ el By fracee e me sy bn ho diwr, eses Tl
Tl E e Ve i | Phalafesaten of Oondical phupis eald pee ally oorpasr S abahyy ol dodfle s flem ©

Ao PR Tl S T TGRS T L
b oo, (et bl oy e i i vt DS Ol el il Ty e T g it il
el of ewdhaar: of dalanan] faeohes a Deed e fially ofdaberd of a6 oSe-anlaonl alus

wilrr xn Fosry srwa o s

O 00 Y Elsai ool AN oy M o i i
L Imrodwtion and pulmonary surfaoant has besn suggested (£-10] in coder 1

Morne fhan 3 osnbury 3o Meyer 1] and Owertan 2] propossd a
smong, correlaion beteesn Se potency of anemthescs and Sher
sodubiliny in oltve ofl. Despite 5 Sagan o, (RN Seeplions D e
Meyer-Owaman Comalaion apply to wolaile Jnesmetios hased on
medr ineracson with Mpid bilaves 2. Although wdatille anes-
Seatios are sade and widsSy ueed in peneral anesihesl, pulmonany
surcqint and ihe aleeolar apiiiinm ane expoesd fo 05 highes
conCEniraions and thus, poentially afeoning s bopinyscal

oy and SEucmn.,
Canemal aresthesla B fraquently assooled Wit 4 Tansent

defenoraton of lung mechanics and biood ooygenaiion | 45| s
ondary o aeder@ss 6] and ven tlaton-perfosion mismach (7). 0n
this sens e, 20 e effect of sevoflurane on the akeolar epitheliom

" Crmemnstaw e v de D paein lemserrey, Jmpn de Clmes,
Depectemean de Raopamiogs Ay Dits 300 g 15 cak 1, Degeary W
e+ T TEN 2 NITIEL

-l oekdrraery sevsilic ed uuy rom Fwslpeioacon L Beaes )

TS R — aew Emt ot £ 5110 E e Lol B0 gt eyl
S e e e i oV 1L DS e R SNTICL 1 NS

explain thoge clinical findings
wpdfluranes & a fluoninaed e 2t e Cones ke

a bemer apfan than halomane | 11,12], which hias been aasnoae
wyith ool d amage and fung impainment |13 ] Alhough sesodl ugmn
s mot aflen e alved ar epithedial stroomure | 14|, seweral nepon
suggesed a po-inflammamry noke brading o diffarent dagress ¢
lung in jury | 15 17 | Moeeower, sesnd] oran & promoted aneady gn
up-Egulaton |15 of endothdin-l 4 poEn Voo onmNoD

inwndwed in the infibition of akeolar fluid neaboonpio
(AFR) H|.

The aim of our smdy was 1o d=emine wheter sewdlugn
affams lung suraorant COMpoRIEon and SSOOEITY  Enop et
Parzcularty, an eoperimental andmal mode of Shoit nime Sopces
{30 min ) to sevaflurans anesthesia (one minimum akvanlar oon
cenimaion, 1 MAC) &5 propoged, in onder to dison minae the eard
effarrof Mils anestheso an abeolar spithedal funcoonality & we
as e biochemica and smoctural pmperdes of pulmonan
surcant.

Please cite Sils amice In press 25; Malaonda L, o1 al, Sevodlurans ancsthesia Seenom s pulmcna iy suriacant prmonng ahveokar oollgse i
b Spi goe -~ Daaley @i, Polmorary Pha mnacology & Therapeonos (20K ), g jdrdod org /10,005 popt 30 3 2 o0



2 L Maliwrela o ol | Fuireeeeey Mermmedopey & Theropsrer oex [J004)] 18

2 Methods

21, Antmal poeparasen

[Experimental prodoond and animal e were approved by e
Animal Resraxch Commines o the Sthool of Medicne, Mon-
rewiden, Unigoay Sewenty-teo make Spa o Dawlsy @osweighing
310+ 46 wene weed in our pranoond Wit i aocess D ioodsaer
and mainfansd on 4 1246 Ngh/lE-h dark ocle Animals wem
housed in polycashon e veniilasd oges and wer handied ac-
o ing 1o dnernarional srandards.

2.2 Experimenml dedgn

Hrimal 5 were randomily asigned ho ome of four groupns:

roup 1 Pennharmal-anemhetzed, medhanically-sengled
s m= BL

Group 2 Sewoflurane-anestieized, mech anically-wentlaed
ras (m= Bl

roap ¥ Colchione-neaed,  peniohass ial-anesrheted,
machanicaly-senmilarad @rs (n = EL

Croup 4: Peniobarbital-anesmetized, spon@neously bresihing
s = BL

O Tl Wi anesihe e with esther infaled sesodiorane (one
minimum avenlar concenTaton, 2- 33 seanflurans) or inraperim-
nial penimbarbital (35 mgfig ) oaps 1-3 animals were then sup-
[ple=meanmed weish ooygen (B0 i 2 T-oube wntill mo sole paralysis was
achiswed with 0.3 mi inmaeenans adminisrasan of 10 mgml ama-
curium. Once Mmusds: parayss was aceeewd, animak W me-
o i il v il ] sl 3300 i o] o e dicloein o onecditiones S al
walume (VT)Hol E mifig, respioory @ (FR jiof 25 breaiesimin, and
positiee end-eopiramny pressore of 0 om Hell To evauae effeor of
aneshesia on avedar flusd reabsonpgon (20 and surfacant seoe-
mkain | Z1 |, permbashital-anssrhetzed o (Enoop 3 ) wer dosed with
iriraperimneal coldhiane (0ES mg/100 g body weight § 15 h bedom
s of experimensl manipulanon. Fnaly no scamine the noke of
imhaded sevoflurane and mechanical wenmilaion on fung sudaoant
lipid profils Groop 4 animals were anestheized with infm pentone |
pemobarml (25 mgky and alowad D DRl spon Gy
w2 renediving, sup plemental oooygen Har 30 min via S T-robe

2.7, Lumy muechoms

Aracizal canrla (3 poypnop e pube of S0 mem ke and
15 mem inrernal dlmeer) was planed by macheanormy inoened
10 mem nido T trach &3 and seoured by a Laoe (20510 soore). Auna-
Fasiawas achiesed by Mo 2ine Irydnochilorsde (L2 mlof 23 solumon )
in @ area of ncian. Follosang surgery, penioharigl of 20—
flumne anesthesia was maincined for 30 men A pn som .
m;.ﬂmpmm (PSELAD T Whorkd Peecisiom n-
smumens, Inc, Saracota, A, USA) was conneried o the racheal
caminly in ordsr o measue il anid hun g wolume dhanges. A
serond diffaenmial [pEssune iransducer [PHENIS Wosld Precision
Ireserom s, Inc, Sarasona, FL U5 s used anrhe side port of e
mrachi=alcannull in order D mesen = Tacheal pressune [ Po . Ror te
esopfaged pEnrures (Pes im S surmeiiTs, Do Sap el g 2nd o hesr
il o pelian o, a.:il:li:m-l:l'l;!;m-fh:l cami e PFE-Z5 was nmed,
mgrruhuﬂemmmdnmminﬂn
iraned woer (Saiam PEEEC HanoFey Posnn oo, USA )

Mhoesc = reflawarion was achbesred in Sl senmilaed andmals with
armouriom (03 mil of 10 mzimi soluson, ) and mecnankcl
wanmilaion was periormad with 60T cxyaen by means o 3 ime-
cyclad rodent venmilEor (SAMAY VE-15, Uniguay) and 3 daq
were analyred meing ANMADAT dara analysis softeane (EHT Indoedat
B carmreall, T ASATA L

Fespiratory meach ankcs were maasured fom =nd-in sploinry oc-
clnsions afer consmnt flow inflations 25 previously desonbed | 22]
Briedhy afer end insp iy oocesion, there isanin izl Gend emrease
i tracheal pessone of the: mspirarany Sysem (AP 1 ) from the jpee-
o o wa i e don i 2 i ndlermon point | Ples ) AP 1 mfleosthe
[pre-sur nacpuined o owenonam e e Coimibina Som of 2 ireag, prolm onary
and dhest wall Esivnnoes. Show pressune decnease [ AP enenes
untill a plaean & reached. This plasan Camesponds D e slsic
el pressoe of §ie ESpraorny S EhEm (Pale i APZe raflecs the
[pressue spent on wisomes it properies of lung and chest wall Tis-
sues. Transpulmonary pessone obtaned by an sopha el cameer
alioered ws o differenmiare bung (L) and dhesr wall (W) componenns
from e DRl respin iy e Mg s me N W paricnmed 10
mimes on each animaland & en aeemged Fouipmen tflow resisonoe
{ trac heal cannula inc o dad ) was Q032 om HyOmi™' < Thesgquipment
ST pIERIOne was subimoed fmm espiraory sysem and pol-
IMan Ay Mestemie pressures and equaks the produc of flow restsance
Iy airflowe. Fooipment dead space was04 ml

Fig. 1 shosys a2 representative scheme of an =nd-inspirahory oc-
ko reoord.

2.4 Hismdogonl anchsts

Arie and of SiedV pencd  the lungs wene sohoohed and queddy
frozen by immemion in Gguid niTogen T perionm monphome T
anakysis, a5 preswons desmibed (73 24| Buafly, niesueswerne foosdin
Carmoys sodufion (20hanod: chilonodonm:aceic a08d, 7003010 whe)
at —T0 “C for 24 h and hen imoreasin g ooncen manons of athanol
ar — 20 “C wes suoress hedy subet iured for Carnoy”s sodusion until

Ml i’

e

Fig L Engmecheno Fprod eard of end imopreoey ocd uson. The g e o bhoes
(o o o oo | Bow; el pres sew and ssoph ggesl prsars Trachesl pres -
aurw reered e, after ceriuRon, o 2l den decraew froen peak value | Proooeg | ol -
lorverd by o praschusd decrwons urmd placea e s wan st [Pelgy | "occdum o,
Proex = Meximol mepesl premrs Pfan - cched prasre of inflectan pont
Fol = Do rwnl presiore, AR = oo @ pre o decay, 372 - v sl o pres L
decay Tmpuimoney razre [Lung| i3 obaned o the difersres bawesn
Teached nd Esoph el pr s wr .

Flear O Dis anmice in prss 25 Makaoaa L, 21 al, Sevollumne anes sl Se e T es pulmonafy Sus adant promeang aiveskar oollapss in
e Spra goe - whey @i, Polmona ry Phanma oobogy & Them pemtics (0],




L Ablamdasy o | Fulimeeaeery Morrearcbyey & Thropasta oo (A84)] -4 k

W00 =hanol was reached. Afher fivagon, gime blocks were per
formed fmm midsagingl slices & the lewel of upper lobe, awxil
I chis and bover lohe and they were embedded in parafifin and
hemamonyd in-aoin stained. One hundred edghty ImMages per stdy
Froup were obmined by 3 Nikon Optiphot micmecope with 2 Plan
40 DI NACLGS obyjeonive. Ima ges were paoc assed in image Fro-Plus
soiftware [ Media Cybem atics, Inc. Badiesd 2, MID, USA ) and masked
fior any emp iy anss, blood wessss and Lge airways by peeudo-
ooloring (23 The same image analyss softwar we wed D
nﬂwnmhumﬁmmmm;uﬂ
expressed in relative onl s (FL )L Areas for air spaces wene cloolaed
& a percentage of whitfoml image area minus masked amas
Arveolar wall thidkness was randomily svalusted in those images
=T I ST v 25 sociaed o foll collapeed abveoliin order
o avald double-sized seplas. The histological anaiysls was per-
fiormied by an irsesniganor un savare of Sie sample angin

25 bolawd perfused rarbung model

A seond e of animals was distriboed among the same sub-
groups (G & and G3) as descobed abowe. After WV, longs and
heart were remaned in biock and the tsalated lung prep arason was
pefomed & previoushy descrbed (1923, longs weere filled wath
5im of Bowine Senom Albamin | BSA ) sodutbon cortain ing 00 magimi
Esans hiue dye (EBD; Sigma ). Aveolar fluid reabsonprion (AR ) was
mezsued a5 ghe diflerences in oncenTatons of Fans bloe dye-
altumin among samples @ien from e inenilled soloson added
o the aiveolar spaoe.

Mamemaical caloolaions To deremine AFR wens  folly
described previousty | 25]

Vy[EBD )y — Vi [EBD),
¥ = Vo[ [EBD, /[EBD )
j- Lt

it

wihere Vi b5 e bn sl lon osn wodume: instl ked inno rag air 5paces
onfaining a kmown oncenmaion of Pans bioe dye-aiomin
[EBD|a V¥ and [EBD|r am the alvenlar fiuid wolume and EBD oon-
CeniTaman in e el ar@me frespercgvely | s the volume (o
during a mime periad (5.

T psrif e sodution was adjeened in nonmocapni, 20 mm-g
1000k, brobvbded in the perfossd biguoid, wish or simoat 1 BMAC seen-
fluran e by adding o the perfuae solotion the speofic amoont of
sevoffurane (03 mdd, to seobd ary undmended gas di ssipation
during the perfusa®e cnoolanon). Fluoescedn isothiocyanate (FITC)
ahelsd-aibomin was also added D the perfoar D dheds G
cajpillary hammeesr inEgity Song e expeiment Evans bloe dye
ConCERTTaon was quantified by s aboohanoe 2 &20 nm ([ Spec-
ophotomeer UV -Vis Shimaden 180} and HTC aonceniraion by
i emis o flocrescence & 521 nm | Peoodloar §oommeter. Tormes
Bicyseme, CA, AL in samples ob@ined 2t 0 and 60 min from ghe
oo imeg, o e EopeTiMEnT.

Leweds of pH ., PO, and Pl were moan iored | n ge
aPhoE Pls Blood gas analyzer (Mova Bamedal; WakSam, MA )

25, lung Avam pooedure

In a third =1 of animals, after mechan il ventilagon and fong
mechianes anaiyss (L1 G2 and C3), e longs wer insilled with
oire hodees of 5 mil (aline sodusan, 150 mdd Mall) & ronm empera-
mre. Thelasaewas rep aared five omes with the same initial wolume
(final moowery ~ 35-40 mi) The bron: hoabeeolar Lage flod

{ BALF ) collerid was ceninsd foged for 10 min 2 1000 g and 490 ©
remowe cell Sehirks. Thi e supaTnatant was stared af — 30~ ondill foo
pmtein and jphios pholipids con e was perfonmed.

251 BALF phosphobipids poofile

2511, Phospholdipid (PL) comtent of BALF was dewrmined by high
pesormance bqukd Chromamgraphy (HALC — Agflent 1100, Hew.
lemt-Packam, OD, USA, equipped with dinde amray deteonr) a:
peviously publiched with minor mod ificasons | 26) Prior to he
analbysis, ongand ¢ eoh@orion of ghee phospholipids was perdonmed a:
peviously descoribed | 27| The separation was achieved on 2 silica
based codumn ZR0mm = 4.5 mm LD with 5 @m spih ekl parbc
and 50 A porm (Phenomenex, OO0} The mobile phase wa:
i il -medancd S5 phosphoric ackd (10010018, wfw) pre
wicarsly degasced and delwered 1o ;e column 2 a flowerane o
10 mijmin and at 50 “C The deection waveenph was s&f 2
A4 nm and a calibragon cure was pedommed with standarn
phospholipids samples (Sioma-Aldrich). Total PL content was
detenmined 25 e algshraic sum of the relatve measunsd Compo-
nents: phosphatidyicholine (PC), hso-phesphatdyicholine (hyso
PC |, pheecsph aiidyieenine (P53 and phogphaSdylefanslmine [ PEL

ZEZ BALF ohal predsin

Toml proten content in BALF samples was estimated by e
Bmatiord method, previousty desmibed (28] BSA solution was use
as stan dard pmotein ; abeorbance at 595 nm was measored in sam
ples inoobaed with Bradiord reagent affer 10 min of mioing
(Ansmumens® Multiskan Mode] 349 95 well Migoplar Absor

baunce Reacker. ). T [pihsin S e oo o Ta Son Wa Som s 2
e oomirer v e o [BSAL

27 Thermoirapk proile of membranss by diphr by il
axEsireTy

Veagicles were made with 2 salaced mix of inrended
mimic 2 pulmonary surfargnt ample (759, the mimme wene
d ipaim sovyiphosp handyicholine  (DPPC) ©  phosphanich choline
{ yoliegr) : cholesterod, 1:1 phospholip d molar @tio and 208 mols
off chdeshenad with a final concenmaoon of 05 mM of oral phos
pholipids. Lipids in marhanol-chiorodonm [ 1:1 viv) soluson wes
dmed in a.tu'rrﬁ.h.ptmmr-'aul:u.h::rm.m:l,fa] hiax 30 L
Thee independernt di spersions of multl Lmeller wesides (MIVE
were prepared by adding Tas buffer 5 mM, pH 701 with 150 mM/
MNal & 45 <L A the ond, samples wene heahed ar 50 <0 and wor
texed for 1h. Rnally, the MIVs were extmoded siough 2 1pm pox
membrane ebsven omes in order o obtain the degired dimedte
weshdes (Awand Polars Lipkds, Inc ) The sesides wene oaded witl
1,5-diphemyi-13,5-hexamiens (Sigma~Aldrich) in 2 1/500 raso
Empty wesiclss (withou! pmbe) wene prepared for badognonne
sl Son. ATESSTTORY Meas unaments were deermined 25 dhe flus
rescence amission imensity in paralisl (VV) and perpendiool 3
([ TWH i i i@ S o iSe ewciting beaum (wenticall orenitation ), S
d ara was collected 10 timeseach andthen aweraged [30]. The pmbe
was excied a1 360 nm and the @m kesion was oollsoed ar 430 nm

Anis ooy, owas caoulaed a6

Iy

T T s
amd,
g

whene b5 ithe mono: hnomaror grasng comeion faoor [ obaine:
by setsing the exotarion polarizer to the horzontal posison ) The
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bacicground was subhooied in sach component of e polared
emisskan (VY and NWH) bedore calculanion of the anisotopy. The

thenmotmp i behasar bermesn 10 and 50 “C was mezsmuned ina

Cary Edipse Fuoonmeer | Vanan, C0 ) aguipped with fousposition
cefl hobder, and with a peftier system for fempegboe oon mol

2B Daim anahses

Dara 3 eqpressad 25 mean s+ SIEM; "o represents e o ber
of raes in each group. DaS wes oompared weing an dysis of van-
ance ddjustead far mulspl e oo parkson 5wl @ the Tokey test When
COMPaneons were poriormed GEreeen féo goups of values, Sig-
nifianoe was svaluared by the Smdent's hesr

IRor an ooy experiments, e perionmed ana s s of varanos
(ANDVA) B T compae groups af s Emperatore kv In

addition, a figing-curve analysis based on BolZmani's equanion
( wyhibc I desoribes the sRuincal bedhawior df 2 Shenmodyn amic 5y
tem) was performed fo deemmine o conves are sonioncally
d ifferent. In order to ey ff the samples were in 2 nonmal dis-

mribamion 2 Kolmogonow-Smimor fest was performed A p
value < OU0S was considered sign ificant.

I Results
21, lumy msoasaser

To ewaluae whether sevaflurane modifiss the energy dissipa-
mhani N The aireays ompanesd 0 an inTaenols anesrhemc, we
o enermiined the bung, mechanios of rans senmilaned and anesseied
with sevoflurane or perpbarbicl] sodiom as 2 oonmmd  group
Comparsd o canmal (G1) animals expoged to ssvoflo@ne ()
o 2 deomease in ung, ooamip ban o Wt 2 signifi cant incease in
ihe WO LECTE Prespune, SRS Fnd o WD & E0ran 05 in e Jung
commponenit (Tahle 1) The chest wall component was unafecred by
sevaflurans anesthesila, suggesting tat modificaiions of the ns-
pliratary spsham are 3 direct consesquenoe of hl'l;!;mmn:i’h:a.-
tions In opposigon, long medhianics of ras pE-meaiesd wath
colducine (3] shosed 3damass in respirahory oomplano e pne-
dominanily by a significant impainment of non-gssolar compo-
nens (Tahke 1)

3.2 Lipdd peodile aud prodein comiensin BALF

Dexgpite otther Gaoiors, the mechanical propesies of furg tesoe
are directy afered by pulmonary surfamant modificasons
Folloring thits reasoning we detemmined wheather the obsened
alteradons in long medh anics were relaisd o dhianges inpuims-
iy FUnk oL oo oo

Phoapihclipid 5 disto boson in BALF was afeced by sesnd] orane
anesihesia Total coment of PLs showed 2 15 mimes deamease in G2
group companed to G (jp -« 0U0S, Tahle )

A significant damease in PC bewels was observed (14 and 17
times kower o - 005 ) associa e with an incnese in byso-PC lesels
(ZTand 17 nimes higher, p< 001 )in e G2 oo poam paed o e
G4 and & groupes, respartively

It wvas oo finmed S mechanica lvenmilation sone did not alter

rhe toml phosphalipid s oon enr nor the pmfile of irs compoments
(G4 we G1) but she changes in BALF phospholipids di sribation

were due o sevofluran e exposune.
ol proein conent alSiough subdy beer in G2 Was not
5 ign ficar iy J iffenen it oom pased with G and G2 groups { Table 2)
Based on thess nesuls, a direcrefien of sewvallurane on pulmo-
nary sudac@nt metaholism cannot be discanded; thenefore, we
evaluaied the effect of ooldhicine on pulmonary surfacant as a
gemeral nhibinor of ool meq bolism.

Tl T

Limm i e o v ] e e e nmas.

W Ty D
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Animals pre-feared with coldhicine showed a significant
demeass in toGl] phosph olipeds content (P < QOS] a5 well 35 in PS
and PE (p « Q01) with a significant incement in hyso-PC bevels
(p « Q0T joompard to Se ] and & groups.

Toml phosphodipids and proeins in BALF were
derreassd in 3 compared 1 G4 groups (p < 005, Table 2)

Tahilr 2
o Pl 3 e e omen vl i DA
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= 10+ 08 24+ 03 18+ Q1™ LA+ 02
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0+ 010 [ B T .14 + 0038 03 4+ s

W EL N T TR e S0
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Ap < 0IE compeeed W T4
Bp < 007 omn paeed m G4
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33 lung kismlagy

s dismibuoon was achieved fimugn a histolo@ca pamenn
analysts of alesolar oollap s and s2pbum Shiclnsss. Aunimals anes-
metized with sevodloran e showed an inorease in akeolar collap e
(Fashinree raso ) comparedto G Fig Zaand b Sapoam thiconess
was aban significantly higher in animals eqposed 1o sevofloran e
compared oG] (B Za and b))

A ima b e -meared with oodoh koine shosed signifi can ¢ alveolar
oollapes exprenesd by fas/DEse rato and more sapmom oo large-
meni than the G group (Fig. Za and bl Oompaned fo &, the &3
group showed kexs alweolar collapss and similar degress of sapium
anllarg=ment (B Za and b

24 Aheolar thid reshoarpdion [ AFE |

T swalae whether sewflorane ouold promone ahveolar
mllapse by inhihiting e ability of longs o dear pulmonarny
edema, we esaluaed the AR in diflerent groups of rars. AFR was
noit statisscally different in lungs soposed D ssvodlurane compared
o oontmd s (B 3a ) Alveolar capiilary permea billitg, evaluaed
by FITC-BSA. fhoc, was not significangy afeced by sewoflorane
oomipared to conimod (Fig- 3h) A signifiant reducion in AFR was
oberved N rars pre-reated with oodoh icine,. compared to G and
2, withowt significant diffenences in ATC fluess companing e
same growps (Fig 32 and b

25 Themmogopds profe of mambranes by diphemihe sl
{DPH) atsamopy

T ewaluaie whatiher de in wvo effeos of sevoflorane coold be
epilained by changes in pulmonary sorfacgnt membrane fhoidiny,

a) '.".':;T:I-
t Eiﬁ

b)

Mpid wesbces were made with 4 bped mibctare emEtaong [pulmo
nary suriacant, sopoged fo sevodlurane and anabyzed by DF
drtEstropy in a thenmotmpes stody The wesiclss in ool oo
digion (no sesoflu@ne espoiure) showed 4 broad ondered-m
disoed ered Tarnsition Wit an emimared meting podnt 2
I3 “C (Fig 4) (esmmaed by caloulasng the seonnd dermamwe
Sewnflurans (1 and 3 MAC 03 and 09 mM) promored 2 sipnifi
cant demrmass in ansoinapy & Emperauns below 33 0, Wi .
ﬂmﬂb:t:mmmmqwmw{ (Fig €L As =
pacied, anisstropy dhangss dJuning the smimaed maEtng Tans
thon (Tm) wer not idenmified, howeser, clmr dangss in o
Lreal onds phasss bedos (légquid onder Lo) and abowe (L
ditsoid =, 1d § e Tm s obmereed

4 Dizpusskom

hindcal and soperimental data fawe preston Shy Geman ST
thar sewolluranes anes el pomoes Jvedar oollapee and h@n
slent hyposemia | 500|, bur & moachan ioms ondsmeam ans ne
clearky idenmfied. Based on irs biochemical propentes, seond] umn
has poor solublliy in water [21] and high bped affininy weic!
pEmoEs IS inheracion wath surorant and cellule meambone
in @ie abemadar space In the ofher hand, |pulman 2ny suriorant 20
the dweolyr apithelom are expoesd o the highesst anesmer
conmeniREan Juring gensral anesrhesiy. Thios, s 2xnossd md en
lungs o savodluione m Socdae whemer 0 eflaors on o
mechanics ane aeeoaiated no long sdma onmason oF biochm
kcallopigsical changes of pulmonary surdacant Oor el
shoey That changes in pulmonary suriacound O0m poRiSon 20
snaoure pEmoe S akeolsr oollapes obeerved nowenmilae
ardmals anesthenzed with seendlorane while mainfaning o

flusd reabeonpoon

Alveclar Collapss
18
.11 04 e
3 .
i E'- 12 ]
L]
—
EL =2 =3
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kb =25
- g

g

E20
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=15 i
-
E

— =i {ifi

i1 Gy ke

g £ Femiogol pacsrn (2] Mecimicd ved aoan with svoflurons nd michicne o masranon, both genea aes lung sdeme aned svealor deortan aempeesd o coner
g | ey rruges | b | ol s end speem o dowes vall & were 1 e e dy d iferse for sevofhuren & snd coldacne rous mparsd m oo | e . B o s g reer
meRn - I G - corernl -peremiurks calree harn ol verelnon poup (2 O sl s n e vemanon peen (G o ol ne-perenhurie vl el vermann

T R < LI comparsd G E e p - UE comparsd G2 (0= 51

Flease Ot Sils anice in pres a5: Malaoaa L etal, Sevodiurane anethes oo enicn s pulmonary
ma b Sjpe goe - Daavley 25, Polmonany Phammacology & Therapeunos | 00, hig: e dod org /100005 ] pupt 203 0 006
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Fig 1 Akwalsr Hurd repbnopson (AR n oolets] lumgs. )] Aveoler hed wab-
aorpaon 3 ek affectesd by wevofbrane el (B do o mpas slvenler ol ey
parmablicy nge| ormpasl D omml geeap . Chlch cine el uoes. 8 ign fced y AFR
corrparwd @ ool ad sevel] rane. Bas epreere mean + AL T - cormrml -
pan il mechuracd veanolnon roeup . G2 - wevolbr ne merhere ol verm o on
Fan G . coch one-pernhart bl mechmicd ven daon gop, "p < OB (7 < 5]

Sevofluranes appears as a beger wolagle anestienic [14] than
haboifane and soflorane which have been assodaed w85 an
in witre reduation in suraotant phospholip ids synhests | 5.32] and
alwendar fluid reabsonpiion [33 . Howeser, 2 moent sport indices
that sewndl urane inoeases aedemmnic regions and long inflamma-
mian | 17|, refleting a parentally indooed aiweolar ins@hiling.

[ 5 T Wyurles
" YeErigs v ) T S
R TR B R

am . - 5

o o T’T\\
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B 11 b M M M N N MM W o B

Rnerparutars 4]

Fig. 4 Thaemoermpe bebunor of veacin by dpberph ecetmene [DEW]] ooy,
Anmrmpy decyy of OFS in vecin drny the Sermompc Temoon sy wan
o wryel Lapneer derses n e aemnyis onerved by the skdion of wee-
ofuranw (1 and 3 MALC 07 end 059 miM] & temperaturen bdow T3 T and for -
paraumns shove m 40 "C the mmoropy thow i nowes. Boweer, thee e mx
chunges N the maeey e e stimasd melling cemibon (Tm] of twe mem-
bBrme "p < A0l (A = 3}

Based on aurresuls, Se animals anesthetzed with sevoflomne
showed a significant inorease on wiscoelsooty and lung in-
oo oogene ity expreead by chargges in ws ool i pmssune, SRk
and dynamec elesrances oompansd fo contnod and oobdhicine -
mreaed rars (Tahle 1) Since sewflumne did not modiy the pul-
monary resieiee pressune dissipation, our da@ refleas changes
induoed & Se penipheral hong e and not on sy resisanoe,
a5 was peviously publshed | 10) Momower, Shie obeerved lung
ikese STl anin F and S Siteraton of anenny d ssipaton against the
vzl shc components ooukd b explained by changss inodhe
alwandar onsinoniment, 45 Was Sufgesed in 4 previons nepor wath
halodhane 5|

Ineresringhe, after only 30 min of exposure D sevoflorane ina

clinkz] dose we obeeread (nomeased keeels of Iyso-PC associanad to
adereass in PC keseds | Tahle 2 ) This l’hn:h'l;; ks renauria bile heca e
increasad bewels of I950-PC Do Deen assooaesd wealh lung injory
and abnonmal s uro S Do T pnpenTkes saosndany i DRPC
degradason |[F4 =25

Indeed, the specific pmdfile of surforant lipids & fondamen@lin
arder 1o define im ability © lower surface ension |35] As pewi-
ously neponed, ewen a modes inorease on BEoPC kewels an
madify the whole leafler oorvamre and inhibir the polmon any
surfaant adssrpean capaciny by imell | 373E|, impaining hung
i i bead prepertiss 39,

iCoinishdemin g PC as she ot aban danit sorfacsuns jphep Rodipid,
ihe 2o ukaiorn of hyso-PCooo b refleor an imbalanee of surfomnt
UM 35 'was suggesed aiso for isoflurane anesmesia |20 Thus,
e dnded to esaluase the affeo of cdchione 2 well-knosm in-
Il i of ol acrant phospiicdipbds reease by mionotob ke d Erop-
ihoin | €1 | on 2 s ara e proopof anim al s Codohss ine iniibirs bothithe
shovey surfaotant sornower and 5 raped refease by lung J senmksn
(42| amd nihis offeor s claarky obsareed in BALF samiples (Tahle 25

Aridmats teated with codohioin & showsed 2 nypical panern of cedl
arest chagorenizad by bow potsn samedan and degradatian o
surfactant lpeds, different from that of anlmals expesed to So0-
flurane. Hosseser, oods hicine pimm oed 2 ieranions of 5 e pulmon ary
resismve pressure discipaton and ks oillpee San ssvofloone
(R Za and b) warh the highe vl of Lyso-PC in BALF and the
ot PC)yso-PC (Table 2) ramio, suggestng that sevoflurane i
O peradmiin F 2 eendar sra biling besides i5 efeor on bipid profile.

In the ofier hiand, halothane promotes e infibiton of aove
sodium transpon aomoes the aheolar splmeliom (45] and sewo-
flurane induoes endotdin-1 up-regulason [18] suggesting a po-
nmenmal medhanism of AR impaiment |B]. Thos abveolar
s ability induced by long edema formation sacondany 1o smwo-
flurane anesesia could not be cocioded.

Inerestingly, sewoflurane do not affeos AFR or dhe epitedal
integrity in the molarsd long mods (B 2], in op positon o the
efleof halothane |43 | This & an eomemely rebsiant result becaoees
it indicares thar the axhieaoral changss obsemed ar Sie hung
missue by sewvoflorane are not relaed o dveolsr edema. Even
tioirh oodoh boine oodmibin s e inhiison of surfLorant mmoeer
and lung sdema reatmonpoon, 3 raes had ke sveolsr oollapes
campard fo animals expoesd o sewvaflurane (Fg ) suggesong a
saoond mechaniem besides the incement of lyso-PC

Volxille anesthencs are lipophilic compounds 4| @ar @an
i@ wath suriaoount liped 5| 25| and promot: IS dysionooon Dy a
Iboypivyesical impaEnmentin 2 shor perkd of time.

In T e seieoed bipkd mooture, sewofiu @ne promoed a dual change
oo ISl Ry -] I I 0 (50 2T . ITeRdTbodn oot | S0
10 mo 33 “C) and marezeed it abowe e Tm (Fig <) In this s=nss
anieoErofy chaunges shoukd e inenpeed 25 2 diflenen tal beh awior in
it Ul o 2y SO O SINmOne 35 2 mesm bmune hedos and aboee
thee melting Tansidon pant From 10 & 2 <0 ohee e mating
o T e ks ieagamilned by wea fomn lingg Vaun de Waa ks doroess inihe

FimaT O T 2o In pras a5 Malarida L et al, Sevollumne ancst hesa Se e naraes pulmonary
male Spra gue - Dowiey @5, Polmana ry Phanma codogy & Them petics (200 ), bogs) dydol arg 00 Sf] papt 2051 2 005

Su aciant promoang ahveclar collagss in
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Mg 5 PFropmad schame of e st dpiimton indaced by sevwoibrens n e dven b peece (0ot coie]. (2] Speciic shapen of phon pholipich (e i ad fom Bed |50
detar mne the devel opmen & of complae e-aranpemets N 2or 3D of meh rn s aeh 6 B or monokeyper, moel e o irvereed b ecegonal. phas e | R L emony e, (B Moo
Tirfrree Tehwme e s of the pulmenery urSenne o e ahvealor arksarer imepnaa By e lpd—romm eeeeors e pulimeney surfeter prerees tw
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Discusion:

Para iniciar la discusion seria importante primero discutir en detalle el
disefio 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 seccion de disefio 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
administr6 una dosis intra-peritoneal de colchicina (0.25 mg/100g de peso
corporal)~15 horas antes del experimento; por ultimo, 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 denervacion, muestra que no tiene efectos sobre la histologia
pulmonar. Por otro lado, se incluye el grupo 4 (sin ventilacion mecanica) debido
al reportado efecto que tiene la distenciéon pulmonar sobre la secrecion del
surfactante pulmonar (Savov-1999), por lo cual es necesario evaluar este
efecto. Cabe destacar que también previamente se ha demostrado que la
ventilacion con volumen corriente bajo y sin PEEP (Presion al final de la
Espiracién), no afecta la histologia 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 biosintesis y/o turnover del
surfactante pulmonar. La colchicina es un disruptor de la polimerizacion de los
microtubulos, por lo cual inhibe el transporte de vesiculas intracelulares y con
esto la secrecion y re-captacion del surfactante pulmonar (Corbet-1988,
Andreeva-2007). Ademas, compromete la reabsorciéon de fluido alveolar a
través de la inhibicibn del transporte de la Na,K-ATPasa, promoviendo la
aparicion 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 funcién pulmonar: biosintesis del surfactante y reabsorcion de
liquido alveolar (Molliex-1994; Rezaiguia-Delclaux-1998).

La tabla 1 muestra los resultados de la mecéanica ventilatoria para los
tres grupos ventilados. El sevoflurano mostré una disminucion de la
complacencia con incremento de la presion viscoelastica y de la elastancia
estatica y dinAmica del componente pulmonar. Esto se asocia a un mayor
trabajo para la distencion pulmonar, el cual parece ser exclusivo del tejido
pulmonar dado que la fraccién toracica no presenta modificaciones. Los
animales tratados con colchicina muestran disminucién de la complicencia
respiratoria asociada predominantemente a los componentes no tisulares
(pared toracica). Por lo cual, la rigidez del tejido pulmonar y la alteracién de la
disipacion de energia de los componentes viscoelasticos, sin cambios en la
disipacion de la presidon resistiva, pueden explicarse por cambios en la
estabilidad alveolar tal como se propusiera anteriormente por (Reta-2000).

La histologia pulmonar soporta estos resultados (figura 2), dado que el
grupo que fue expuesto a la anestesia con sevoflurano (grupo 2) mostré 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
gue recibié 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 recibié 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 aparicion
de edema pulmonar debido a la afectacionen la reabsorcién de fluido alveolar
previamente descripta (Saldias-1999), sin embargo el colapso alveolar deberia
de estar asociado a una inestabilidad alveolar por incapacidad del surfactante
pulmonar.

Cuando analizamos los resultados de la reabsorcion 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 disminucion de la reabsorcion 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 fosfolipidico y proteico del surfactante pulmonar de ratas
anestesiadas con sevoflurano y ventiladas durante 30 minutos mostré un
patron diferencial cuando se compara con el grupo control (grupo 1).
Particularmente, se identifica una caida en la concentracién de fosfolipidos
totales y especificamente de la fosfatidilcolina (PC) (tabla 2). Como hemos
discutido en la introduccion, este fosfolipido retane 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 aparicion de colapso alveolar y alteracion
de la mecénica ventilatoria. Pero algo aun mas importante es el incremento en
los niveles de liso-fosfatidilcolina (Liso-PC) por la anestesia con sevoflurano y
ventilacibn mecanica. Este fosfolipido 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 especifica del mismo (ver figura 5) la cual promueve la formacion de
estructuras no lamelares (cubicas y micelas), inhibiendo la capacidad de
absorcion y compresion del surfactante pulmonar (Biswas-2007, Mouritsen-
2011). Por lo tanto es posible plantear que el anestésico podria inducir la
disminucién en la sintesis y/o secrecion del surfactante pulmonar (Yang-2001),
asi como la acumulacion de liso-PC por afectacion en el turnover (Corbet-
1988) y/o aumento de los procesos degradativos (Arbibe-1998). Motivo por el
cual pensamos que el grupo con colchicina permitiria discriminar en parte los
mecanismos.

Los animales tratados con colchicina muestran un claro perfil de arresto
celular, con bajos niveles de fosfolipidos totales asi como de proteinas en el
lavado bronquioalveolar (tabla 2). Mirando en detalle la composicion del perfil
fosfolipidico vemos que este grupo tiene una disminucién de todos los
fosfolipidos medidos (neutros y aniénicos), asi como un incremento en los
niveles de liso-PC por mas de dos veces cuando se compara con el grupo
control y 1.5 veces mas que el grupo con sevoflurano. Estos resultados en
parte dejan de lado la hipotesis de afectacion de la secrecion del surfactante

pulmonar por el sevoflurano y abren un nuevo debate asociado a que el grupo
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colchicina, pese a la gran acumulacion 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 ademas de deberse a
la acumulacién de la liso-PC deberia ser explicado por un segundo mecanismo
de inhibicién. Resulta interesante destacar que el grupo 4 (anestesiado con
pentobarbital, sin ventilacion mecanica) no mostro diferencias significativas en
el perfil de surfactante pulmonar cuando se compara con el grupo control
ventilado (grupo 1), lo cual muestra que no vemos ningun efecto por la
ventilacion mecanica.

Como discutimos en la introduccién, los anestésicos halogenados son
moléculas lipofilicas con constante de reparto relativamente alta para las
membranas celulares. Resulta interesante en la discusion del proceso de
anestesia inhalatoria el andlisis de la difusién de gases y vapores de gases en
una interfase aire/agua (Wustneck-2007). Mientras los primeros no tienen
restricciones en la difusion (N,O y Xe) y no se adsorben en la interfase
(denotando que atraviesan la interfase sin ninguna restriccién termodinamica),
los gases (vapores) anestésico se adsorben en la interfase y difunden
lentamente a la fraccion acuosa (sevoflurane, isoflurane, halotano, cloroformo y
dietieter, ordenados de menor a mayor coeficiente de disolucién, 0,66 a 10.99
cm?/s). Este proceso se debe en parte al costo termodinamico de hidratar
moléculas hidrofébicas 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 difusion y
disolucién que los anestésicos tienen.

Con esto en mente y los antecedentes de (Enhorning-1986), es posible
plantear que el mecanismo mas significativo en la inhibiciébn del surfactante
pulmonar como evento clave en la promocion de colapso alveolar y afectacion
del intercambio gaseoso es la interaccion directa de los anestésicos en las
membranas del surfactante pulmonar.

Evaluamos entonces los efectos del sevoflurano en dosis de induccion y
mantenimiento en la microviscosidad de vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) por espectroscopia de fluorescencia (figura 4). La anisotropia de las
mezclas lipidicas con una composicion que remeda al surfactante pulmonar,

mostraron que el sevoflurano modifica la coexistencia Lo/Ld, promoviendo la
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desaparicion de las fases Lo y la formacion 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 mecéanica e
histologia pulmonar por una afectacion en la composicion y funcionalidad del
surfactante pulmonar (ver figura 5). Esto deberia estar asociado primariamente
a una inhibicion de su capacidad tensoactiva por una afectacion biofisica
directa (asociado a la alteracion en la coexistencia de fases Lo/Ld), lo que
determina el colapso alveolar, y que la ventilacibn mecanica agrava

provocando acumulacion de liso-PC (Naz-2012).
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Capitulo 3: Efecto del sevoflurano
sobre la funcionalidad y estructura
del surfactante pulmonar

Como se detall6 en la Introduccién, existe escasa bibliografia 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 lipidicos de biopsias
pulmonares de pacientes en cirugia que recibian gases anestésicos (dietiléter
o halotano). En este trabajo, con la clasica balanza de Langmuir, estudiaron las
tensiones maximas y minimas durante la compresion dindmica, asi como un
indice de estabilidad (calculado como el cambio en la tensién/la tensiébn media,
5 = 2(Ymax- Ymin)/ (Ymax+ Ymin)). NO se demostré ningn cambio significativo para
los parametros estudiados en las muestras de pulmén provenientes de las
biopsias de pacientes en anestesia. Sin embargo, resulta claro que la
metodologia utilizada para la extraccion del surfactante pulmonar no es la mas
adecuada y por otro lado un enmascaramiento de los resultados puede ser
considerado dado que las muestras de agente tensoactivo poseian una mezcla
de lipidos de surfactante y de tejido pulmonar. Ademas, no fue considerado el
proceso de eliminacion de los gases durante el de procesamiento de las
muestras. Unos afios mas tarde, Woo y colaboradores basados en estudios de
curvas presién volumen (y la reduccién del volumen maximo pulmonar, %MLV)
de pulmones aislados de perros con % creciente de anestésico, proponen que
el efecto sobre la mecéanica y funcion pulmonar es debido a la afectacién del
surfactante pulmonar. En este trabajo se observé que el %MLV con una presiéon
transpulmonar de 10 cm H;O, era dependiente de la concentracion de
anestésico, mostrando una reduccién para los anestésicos estudiados (Woo-
1969). Un resultado interesante del trabajo, es que los efectos se revertian
luego de mantener los pulmones 30 min a 37°C sin la anestesia.

Pattle y colaboradores (Pattle-1972), usando el método de la estabilidad

de la burbuja (estabilidad de burbujas en una solucién con agente tensoactivo
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en el tiempo, método cualitativo usado en la practica clinica para medir
madurez fetal en el nacimiento) demostraron que existia una caida en la
estabilidad de las burbujas cuando se incluian vapores de éter, cloroformo y
halotano. Sin embargo, las concentraciones de gases utilizadas eran mayores
a las utilizadas en la clinica.

En el mismo afio Stanley y colaboradores (Stanley-1972) usando una
version modificada de la balanza de Langmuir-Wilhelmy, estudian la tension
superficial de las secreciones tragueo-bronquiales obtenidas de pacientes en
cirugia previo y posterior a la anestesia general (halotano, ciclopropano y oxido
nitroso). Identifican un aumento de la tensidn minima para las secreciones
expuestas a halotano y ciclopropano, pero no para las que estuvieron
expuestas a oxido 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 acumulacion de los anestésicos en la membranas
del surfactante pulmonar, mientras la solubilidad para el 6xido nitroso es
aproximadamente 2.3 (Stanley-1972).

Con un elegante disefio 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 vaporizacion en el aire
de la burbuja pulsatil de halotano y enfluano, la tensién minima 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 clinicos dado que los porcentajes
necesarios para ver efecto son elevados (no encontrando cambios en el indice
de estabilidad para % de halotano menores al 20%).

Finalmente Tobin y colaboradores (Tobin-2001) en una detallada revision
abordan el problema, revisando algunos de los resultados antes mencionados y
valiéndose de la comparacion de resultados in vitro de varios autores con
membranas modelo (DPPC, DMPC, DPPC:Chol, entre otras) y diferentes
anestesicos.

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 lipidos en la interfase
alveolar. Sin embargo, los efectos sobre la funcionalidad y estructura
supramolecular del surfactante pulmonar siguen siendo inexplorados.

El advenimiento de nuevas tecnologias en el area de la biofisica de
membranas permite reabordar el problema con modernas aproximaciones que
incluyen nuevos equipamientos para estudiar aspectos tensoactivos del
surfactante pulmonar, asi como aspectos estructurales y fisicoquimicos de las
membranas por espectroscopia o microscopia confocal de fluorescencia.

Planteamos entonces un abordaje biofisicoquimico para estudiar los
efectos del sevoflurano sobre las propiedades tensoactivas, termodinamicas y
estructurales del surfactante pulmonar in vitro.

Los resultados de esta seccidon fueron obtenidos, en parte, a través de
una pasantia de un mes por el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular | de la Universidad complutense de Madrid-Espafia, con apoyo de la
Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion en su programa de Movilidad
Académica (proyecto n° BE_MOV_2010 1913). Los experimentos fueron
realizados en colaboracion con los grupos de los Dres. Cristina Casals y Jesus
Pérez-Gil.

Los estudios con espectroscopia de fluorescencia y microscopia
confocal fueron obtenidos en el Institut Pasteur de Montevideo, en la unidad de
Bioquimica y Proteémicas Analiticas que dirigen los Dres. Rosario Duran y
Carlos Batthyanny (ensayos de fluorescencia), y con el Dr. Pablo Aguilar,
director del Laboratorio de Biologia Celular de Membranas (microscopia
confocal). Para la realizacion de esta colaboracion se recibié apoyo de
PEDECIBA en su programa Pasantias locales (2012).
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Resultados:

Estudios tensoactivos del surfactante pulmonar expuesto al
sevoflurano: experimentos en surfactometro de burbuja cautiva y
balanza de Wilhelmy.

El analisis del comportamiento tensoactivo de SP nativo (SPN) del
lavado bronquioalveolar de cerdo, se realiz6 en Surfactometro de Burbuja
Captiva (CBS) (por detalles de la técnica referirse a la seccion materiales y
métodos).

En la figura 3.1A y tabla 3.1 se muestran las cinéticas de adsorcion
inicial y adsorcion post-expansion del surfactante pulmonar nativo (SPN, 100-
150nl con una concentracion ~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 utilizd como estrategia la volatilizacion del
sevoflurano en la interfase aire/agua de la burbuja previamente formada (esto
es posible debido la elevada presion de vapor del sevoflurano a 37°C ~ 317
mmHg, el volumen aproximado de burbuja fue de 0.04 cm®). Se cargd un
volumen aproximado de 80-100 nl de sevoflurano puro (concentracion
aproximada de stock 7.56 M), generando un cambio de volumen en la burbuja
de ~ 0.033 cm® y un valor medio de tensién superficial de 35-40mN/m (los
moles administrados pueden calcularse a partir delcambio de volumen, la
presion del sistema y la temperatura como n=PV/RT, ~1.3 umoles). 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 registré
ningun efecto funcional.

Al incluir el surfactante pulmonar, la tension estable pos-adsorcion (ya)
del sistema cambia de 60-70 mN/m (buffer) a ~22.5 mN/m (ver tabla 3.1). Los
valores de tension estable pos-adsorcion (ya) Y pos-expansion (yape) para los
experimentos con sevoflurano no fueron significativamente diferentes cuando
se comparan con el grupo control (ver tabla 3.1).

Durante los ciclos Q-estéticos, el sistema se comprime un 20% del

volumen inicial y se permite la relajacién por 1 segundo de la burbuja antes de
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volver a comprimir nuevamente un 20% del volumen, y se continda

comprimiendo hasta alcanzar el valor minimo de tension.

Tabla 3.1: Resultados de valores tensoactivos del surfactante pulmonar nativo con/sin
sevoflurano. Tensidn inicial pos-adsorcion (ya), tension inicial pos-expansion (yape), tension

mMaxima (Ymax) Y minima (ymin) en ciclos Q-Estaticos, indice de estabilidad (5 )*.

Q-Estc, Q-Estc, Q-Esteq
'YAI’ 'YAPEN Ymax Ymin Ymax Ymin Ymax Ymin E
SPN 22.62+ 23.33+ 24.72% 5.57+ 25.12+ 1.38+ 24.92+ 1.38+% 1.51+
0.45 0.14 0.33 0.42 0.56 0.53 0.73 0.83 0.09
19.62+ 22.0+ 22,28+ 18.57+ 22,56t 18.64t 2242+ 18.60% 0.19+
SPN+Sevo

0.71 0.97 0.56*  0.56**  0.73*  0.65** 0.73 0.60**  0.01**

*
Calculado como Z(Ymax' Ymin)/(Ymax+ Ymin))
Los datos se expresan como media + ES
* p<0.05
** p<0.01

A) B)

v (MN/m)

0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

10 1

Tiempo (s)

Figura 3.1: Ensayo de adsorcién inicial y pos-expansién de surfactante pulmonar nativo
(SPN) de cerdo sin y con sevoflurano. A) Grafico representativo de la adsorcion inicial del
SPN sin anestésico (negro) y con sevoflurano (azul). B) Grafico representativo de la adsorcién
pos-expansion del SPN sin anestésico (negro) y con sevoflurano (azul). Resultados de 3
experimentos independientes.

En la figura 3.3A se puede observar los ciclos Q-estaticos del SPN sin y
con sevoflurano, el SPN muestra un retardo en la respuesta inicial a la
compresion y luego del segundo ciclo logra alcanzar la tensibn minima con
niveles de compresion cercanos al 30% del volumen original. La ymax Y Ymin S€

pueden ver en la tabla 3.1, encontrandose dentro de los valores reportados
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anteriormente para el SPN (Lopez-Rodrigez-2011). Cuando se incluye
sevoflurano en el sistema, se puede observar que la ymn de los ciclos
analizados (1, 4 y promedio de los 4 ciclos) son significativamente diferentes al
control, mientras que la ymax €S significativamente diferente para los ciclos 1y 4
pero no para el promedio. Se calculd el indice de estabilidad para las dos
situaciones estudiadas, identificandose una caida del indice de casi un orden
de magnitud por la inclusién 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 logré disminuir la
tension del sistema a valores inferiores a 18 mN/m, esto se puede ver en la
figura 3.3A y las imagenes tomadas de la burbuja durante el ciclo de
compresion (figura 3.2).

Agua SPN SPN+Sevo

Figura 3.2: Imagenes representativas del
CBS de un ciclo de
compresién/expansion para una burbuja
sin material tensoactivo (agua), con SPN,
con SPN+Sevoflurano y sevoflurano sin

material tensoactivo.
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Durante los ciclos dinamicos se pudo observar que el sevoflurano afecté
la ymin para todos los ciclos analizados, elevando los valores promedio de
tension cercana a 15 mN/m, mientras que ymax SOlo se vio afectada para el
primer ciclo. El indice de estabilidad cayéo 3 veces cuando se incluyo

sevoflurano en el sistema (ver tabla 3.2 y figura 3.3B).
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Figura 3.3: Ensayo tensoactivo en CBS con ciclos Q-estaticos y dinamicos de
surfactante pulmonar nativo (SPN) de cerdo sin y con sevoflurano. A) Gréficos
representativos de los ciclos Q-estaticos de SPN sin anestésico (gréafico izquierdo) y
con sevoflurano (grafico derecho). B) Gréficos representativos de los ciclos dindmicos
de SPN sin anestésico (grafico izquierdo) y con sevoflurano (grafico derecho).
Resultados de 3 experimentos independientes. En inserto puede verse el ciclo

registrado.

Tabla 3.2: Resultados de valores tensoactivos del surfactante pulmonar nativo sin/con
sevoflurano. Tensidn maxima (Ymax) Y minima (ymin) €n ciclos dindmicos, indice de estabilidad (
f)‘

SPN SPN+Sevo
Ymax Ymin -s Ymax Ymin 5
Din1 25.16+0.51 1.61+0.24 1.7610.23 22.78+0.71* 21.3142.42%** 0.62+0.22**
Dinyg 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**
Dingeq 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 Z(Ymax' Ymin)/(Ymax+ Ymin))
Los datos se expresan como media + ESM

* p<0.05
** p<0.01

Usando un plato de Wilhelmy se realizaron cinéticas de adsorcién
interfacial con extracto organico de surfactante pulmonar porcino (EO-SP) al
que se le agregaron concentraciones crecientes de sevoflurano (0.5, 1.5, 5.0;

relacion molar [sevoflurano]/[fosfolipidos]). En la figura 3.4 se puede observar
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el resultado de las cinéticas de adsorcion de EO-SP porcino, identificandose un
cambio en la cinética, dosis dependiente, pero sin afectar la tensidon maxima
estable (ver figura 3.4). Es posible ver que la adicion de sevoflurano modifica el
comportamiento bifasico de la adsorcién interfacial, incrementando el tiempo y

la tension de quiebre de 14 a 16 mN/m.

60 Figura 3.4: Cinéticas de
=—iED:aP adsorcién del EO-SP con

+ 0.5 Sevo
50 A +1.5 Sevo _ s dosis crecientse de
S v sevoflurano. Puede verse
40 1 que la cinética del EO-SP
= tiene un perfil caracteristico
g Gl con un  comportamiento
E’ N bifasico, identificandose un
= quiebre en la tensién a ~12-
| 7 15mN/m. Este valor se vio
T I levemente incrementado para
g wohiedl T VR las muestras con sevoflurano.
: : : . - I"‘"" © * _“| No se observan cambios en
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 la tensién maxima. En el

Tiempo (seg) inserto se grafica la derivada
primera del gréfico de cinética de adsorcion en funcidn del tiempo (dy/dt) y se realiza un ajuste
de LogNormal para identificar el centro del corrimiento en el punto de quiebre de la cinética de

adsorcién. Imagenes representativas de tres experimentos independientes.
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Estudios estructurales y termodinamicos del surfactante pulmonar
expuesto al sevoflurano: una aproximacion espectroscopica y por
calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Se analiz6 el comportamiento termodinamico del EO-SP expuesto a
concentraciones crecientes de Sevoflurano, para lo cual se realizé calorimetria
diferencial de barrido de vesiculas 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 concentracién entre 0.5 y 10 mM (0.5 a 10 radio
molar [sevoflurano]/[fosfolipidos]).

Se puede observar que el surfactante nativo tiene una ancha transicion
de fase (baja cooperatividad) y una temperatura de fusion (Tm) cercana a 32
°C. La adicion de sevoflurano disminuye la entalpia, Tm y Ty, del EO-SP, los
tres parametros indican una disminucion de la energia necesaria para llevar

adelante la transicion de fases Lo/Ld descripta para el surfactante pulmonar (de

a) V |0.05 keal/mol S : " EPs| b) 18001 c) |0~05 keal/mol ERS
] L = \
' h % 1500 “ A
! | 1 S ‘ — ~
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Figura 3.5: Estudio termodindmico de los efectos de sevoflurano sobre MLVs EO-SP. a)
Termogramas de MLVs de EO-SP con dosis creciente de Sevoflurano. b) Parametros
termodinamicos de la transicion de fase (AH: Entalpia de Transicion; Tm: Temperatura de
melting; T4,: Cooperatividad de Transicidn). c) Deconvoluciones de termogramas. Los datos se

expresan como media + ES
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la Serna-2004). En la figura 3.5C se procedié a realizar una deconvolucion de
los termogramas, identificandose una desaparicion gradual de los componentes
de alta Tm y la estabilizacion de componentes de baja Tm.

Se observa una caida en la transicion de fases en el entorno de 1-3°C, lo
cual es lo previsto segun la teoria de depresiéon del punto de congelamiento. A
continuacion se calcularon los valores teodricos y experimentales del punto de
congelamiento (ATm, segun Heimburg-Jackson-2007). Antes de analizar los
resultados, resulta relevante puntualizar algunos conceptos sobre los calculos
de ATm. La concentracion efectiva de anestésicos en membranas estd 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 clasica de medida
de coeficiente de reparto de estos gases es por cromatografia de gases con
inyeccion de la fraccién gaseosa con una jeringa gas-tight. Al no contar con un
sistema de cromatografia de gases con un dispositivo capaz de aceptar
muestras de fraccion gaseosa, hemos intentado resolver el problema con dos
alternativas experimentales: 1) espectroscopia IR para los estados
vibracionales del sevoflurano y 2) cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
La primera opcion no fue posible dado que en agua, las sefiales del
sevoflurano son demasiado pequefias y el peso de la sefial del agua hace
imposible su determinacion. Mientras que por HPLC, aunque seguimos
trabajando para resolver el problema, la mayor dificultad radica en poder
cuantificar las pequefias concentraciones en el agua, por debajo de los limites
de sensibilidad de nuestra instrumentacion.

Sin  embargo, se encuentra determinado experimentalmente el
coeficiente de reparto para el sevoflurano en sangre/gas, solucion 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 calculos teéricos 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-In(EDsp). Para el sevoflurano el EDsy reportado es 2.1%(Nickalls-
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2003), por lo cual el In(P)=1.47, aproximadamente la mitad de los valores en
octanol/agua.

La concentracion de anestésico en membrana es igual a
P*[Sevoflurano], siendo P el coeficiente de particion y [Sevoflurano] la
concentracion en la fraccion acuosa (aproximadamente para nuestro rango de
trabajo 0.01-0.2 mol/L). Mientras que para determinar la fraccion molar de
anestésico en la membrana primero tenemos que considerar el volumen de un
mol de fosfolipido (para la DPPC es alrededor de 0.734 L, asumiendo una
densidad de 1g/cm®). Entonces tenemos que el rango de fraccion molar de
anestésico en membrana para nuestros experimentos esxa~ 0.00734-0.1468.
Con estos nimeros en mente podemos calcular la ATm = -(RTm?/AH)*xa (ver
detalles en la introduccion, seccion 2.2.6). La entalpia para la transicion de
DPPC es ~35000 J/mol y la Tm ~ 314 K (Marsh-2013).

Los resultados tedricos para el ATm de la DPPC son los esperados para
las concentraciones de uso critico en la clinica, siendo la concentracion 1.5 mM

la ATm empirica para la EDsq del sevoflurano (-0.52 K).

Tabla 3.3: Calculos tedricos y experimentales de la depresion del punto de
congelamiento (ATm).

DPPC EO-SP
[Alw [Alm Xa ATm Xa ATm
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

[Alw Y [A]m €n mol/L yATm en 2K

ATm* experimental

AHpppcx35000 J/mol

AHgo.5p~6000 J/mol

TMpppc=314 J/mol

TMeo.sp~304.7 J/mol

Volpppcr0.734 L

Volgo.p>0.685 L (calculado a partir de las proporciones molares de los lipidos mayoritarios del surfactante
pulmonar, DPPC:POPC:Colesterol)

Sin embargo, cuando analizamos los resultados de ATm de la mezcla de
EO-SP, los valores son anormalmente elevados, cuando los resultados
experimentales de ATm se encuentran dentro del rango esperado para la dosis

critica del sevoflurano.
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Finalmente nos abocamos al estudio de la micro-viscosidad e hidratacion
de MLVs reconstituidas de EO-SP cuando son expuestas al sevoflurano. Para
esto utilizamos dos sondas fluorescentes que permiten estudiar los parametros
fisicoquimicos antes mencionados, estas son el difenilhexatrieno (DPH) y el
LAURDAN (se puede leer en la seccion materiales y métodos los detalles de
las técnicas). En la figura 3.6 se puede ver el cambio de anisotropia del DPH a
25°C con la adicion de sevoflurano, a medida que se incrementa la
concentracion de anestésico se observa una caida en los valores de
anisotropia, encontrandose un valor critico para 3.43 mM de sevoflurano
calculado a partir del ajuste de los datos a la ecuacion de Boltzmann (figura
3.6).
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Figura 3.6: Anisotropia (r) y polarizacion generalizada (GP) en MLVs de EO-SP, efecto del
sevoflurano.Con simbolos negros puede verse el efecto del sevoflurano sobre la anisotropia
de DPH en las MLV de EO-SP a 25 °C. Con simbolos azules se muestra el efecto del
sevoflurano sobre la GPex (Aex 360nm) de LAURDAN en MLVs de EO-SP a 25°C. En los
insertos se muestran los resultados de los ajustes a la ecuaciéon de Boltzmann (superior-GP,
inferior-r). Los simbolos representan la media + ESM. Experimento con n=3 para cada

concentracion.
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Cuando se grafica la intensidad maxima del DPH en funcion de la
concentracion de sevoflurano es posible ver que el anestésico produce una

caida de la intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracion (figura
3.7).
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Los cambios espectrales de LAURDAN seguidos por la funcién de GP
muestran resultados similares a los obtenidos por la anisotropia de DPH. El
incremento de sevoflurano provoca una caida de la GP lo que se traduce en un
incremento en la penetracién de agua o modificacion de las propiedades fisicas
gue permiten una mejor relajacion dipolar del LAURDAN. Aplicando el mismo
tipo de ajuste que para la anisotropia, es posible identificar que la
concentracion 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 desafio de cémo
interpretar esta diferencia en las concentraciones criticas para el mismo cambio
diferencial en la unidad GP o r vs la concentracién de anestésico. Por lo cual,
se propone re-graficar el siguiente set de datos, colocando en las abscisas a la
funcion GP y en las ordenadas a la anisotropia (figura 3.8). Este tipo de grafico
es inédito, pero creemos permite dar una interpretacion a los resultados en el

contexto de la teoria del perfil lateral de presién propuesto por (Cantor-1997).
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Como puede verse, los resultados toman una distribucién que se ajusta
con buen intervalo de confianza (R?~0.995) a la funcién de Boltzmann,
identificando un punto critico donde el grafico 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 concentracion de saturacion). Para concentraciones de sevoflurano
por debajo del punto critico, la respuesta al anestésico es mayor para el
LAURDAN (AGP) que para la anisotropia (Ar) y lo opuesto ocurre para

concentraciones por arriba del valor critico.
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Figura 3.8: Gréafico de GP vs r. Andlisis de la AGP vs Ar con el incremento de la
concentracion de sevoflurano. El inserto muestra los valores de ajuste a la funcion de
Boltzmann. En azul pueden verse los valores de concentracién de anestésico y los simbolos

representan el valor medio + ESM.

Esto pensamos esta relacionado con la teoria del perfil lateral de presion
propuesto por Cantor, asociado a que el anestésico se incluye en la interfase a

bajas concentraciones y mayoritariamente su efecto es sobre la hidratacion de
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la interfase de la membrana (afectando las fuerzas electroestaticas de
repulsion/atraccion a nivel de los grupos carbonilos/fosfatos). Por encima de la
concentracion critica, los cambios mas significativos se producen en el core de
la membrana (mayor Ar que AGP para misma concentracion de sevoflurano),
posiblemente por un efecto compensatorio de las fuerzas de van der Waals por
sobre las fuerzas de repulsion electroestatica 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 basicamente Ld a temperatura por encima de 28-29°C
(segun los datos de calorimetria), esto deberia de resolverse en el analisis de
fasores espectrales de LAURDAN como la combinacion 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 grafico de fasor
espectral, identificandose una relacion lineal entre los estados intermedios de
anestésico y los valores extremos (0 y 10 mM). Ademds, se identifica un
corrimiento espectral que coincide con la fluidificacién del EO-SP y aumento de

la heterogeneidad de las membranas.

1 ' Figura 3.9: Gréafico de
0.8 fasor espectral para la
emision de LAURDAN

0.6 ‘ en MLVs de EO-SP con
ozl valores crecientes de
sevoflurano. Puede

0.2 observarse en el zoom
que los valores

@ 0 crecientes de sevoflurano
02\ « EO.sP se correlacionan con una
+  +0.5 Sevoflurano @ relacion lineal entre el

| +1.5 Sevoflurano EO-SP solo y +10 mM de
06} , P b s ‘ sevoflurano. Los
. &) cursores representan

-0.8 medios y el error es
A menor al 5% (debajo del
-1 -0.5 0.5 1 volumen de los

cursores).

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -158




Discusion:

El CBS introducido por (Schdrch-1985) ha demostrado ser una herramienta
mas eficiente que su antecesor el surfactometro 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 volumenes de muestra, posee un adecuado control de
temperatura y rapido control de los ciclos de compresion-expansion (Putz-
1994). A partir de experimentos con CBS hemos podido determinar los efectos
del sevoflurano sobre la funcion tensoactiva del surfactante pulmonar. Para
esto fue necesario utilizar un método alternativo de carga de material
(“spreading” de pequefios volumenes de SPN en la interfase aire/agua), a la
clasica estrategia de administracion del extracto de surfactante pulmonar
descripto originalmente por (Schidrch-1985). Clasicamente, la adsorcion se
lograba tras 2-3 ciclos de compresion/expansiéon de una burbuja en solucion
rica en surfactante pulmonar (1-3 mg/ml) o por la administracion de una
solucion organica de surfactante pulmonar en la interfase de la burbuja. Estas
Ultimas tienen como desventajas: el bajo contraste en soluciones con alta
concentracion de surfactante (lo cual dificulta la calidad de la medidas) y la
administracion de solventes (clasicamente cloroformo y metanol) que quedan
dentro de la camara de trabajo y afectan la performance del surfactante
pulmonar en estudio (Putz-1998).Para nuestro caso, esta Ultima implicaria
generar una situacion de sumatoria de efectos anestésicos + solventes, por lo
cual pensamos que el método descripto por Putz sera mejor para nuestro
sistema de estudio.

Es préacticamente imposible generar mezclas de SPN (10-20 mg/ml) con
sevoflurano dado que los volumenes manejados son extremadamente
pequefos y no es posible realizar ajustes radiométricos en la concentraciones
molares. Por lo tanto se usé como estrategia, la administracion 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-volatilizacion del anestésico. El calculo
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de concentracién es del entorno de 1.3 umoles de sevoflurano en ~0.077 cm?®
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 concentracién
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 mas la capa de surfactante pulmonar como la barrera alveolo/capilar.

En las cinéticas de adsorcion inicial es posible ver que la adsorcion del
SPN cuando esta presente el sevoflurano es mas rgpida y alcanza una ya
sutiimente menor. Un dato interesante a considerar es que la tension 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 tension del sistema asociado al proceso de hidratacion
gue estos necesitan para solubilizarse en el agua (Wustneck-2007). El
mecanismo por el cual el sevoflurano podria facilitar la adsorcion del SPN
cuando se encuentra en la interfase aire/agua no resulta trivial y necesita de
experimentos complementarios para una mejor interpretaciéon. Sin embargo,
basado en los reportes de Kirk y Gruner, es posible proponer que los
anestésicos podrian inducir la formacion de transiciones La-H; (lamelar-
hexagonal inversa), a través de los resultados que demuestran una disminucion
de las temperaturas de transicion La-H, (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 maximas no sufren modificacion y en este caso
los efectos observados podrian ser explicados por una afectacion directa de la
estructura y organizacion de las membranas del EO-SP previo a la adsorcién
gue imposibilite el correcto proceso.

Cuantitativamente, el sevoflurano muestra la habilidad de inhibir la
capacidad tensoactiva del SPN cuando se estudian los ciclos Q-estéticos y
dinamicos, modificando por sobre todo la tensibn minima y el indice de
estabilidad (tabla 3.2 y figura 3.3). Esto nos habla de una incapacidad del SPN

para comprimirse y lograr disminuir la tensidn cercana a cero. Resulta
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interesante que la tensidn maxima no se vea modificada dramaticamente como
sucede en otros casos de inhibicion (proteinas, colesterol o sales biliares,
Lopez-Rodriguez-2011) y que la inclusion del anestésico desaparezca la
histéresis para los ciclos Q-estaticos y la promueva en los dinamicos. Estos
resultados pueden ser interpretados en el contexto de la energia necesaria
para colapsar y re-expandir la monocapa.El sistema no puede enrigquecer la
monocapa en material suficientemente sélido (So-Lo) para disminuir la tension
durante la compresion, por lo cual colapsa prematuramente. Durante el ciclo de
re-expansion el proceso no se ve del todo afectado (en el caso de los ciclos Q-
estaticos se observa una facilitacion del proceso) y no se afecta la ymax.

Cuando contextualizamos estos resultados con los obtenidos por
calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia de fluorescencia, podemos
comprender mejor y proponer una mejor modelizaciéon de lo que sucede en el
sistema.

Los parametros termodinamicos (figura 3.5) muestran que el anestésico
produce un severo efecto sobre las fuerzas de interacciéon de los lipidos,
debilitando las fuerzas de van de Waals y promoviendo una caida de la
temperatura y energia necesarias para llevar adelante la transicion. A la
temperatura que fueron realizados los experimentos de CBS (37°C) 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 andlisis en el contexto de la teoria termodindmica de la anestesia
basada en la disminucion del punto de congelamiento (Heimburg-Jackson-
2007), nos permite demostrar que nuestros experimentos estan en el rango de
valores de anestésicos de uso critico, pero abre nuevas controversias dado la
incongruencia sobre los valores de ATm para el sistema de SPN. Esta
desviacién de la regla puede ser explicada por dos motivos, en primer lugar los
ajustes de linea de base para las curvas son siempre dificiles, realizandose
habitualmente de manera empirica (Cafladas-2013), por lo cual es facil sobre o
sub estimar la entalpia de transicion.

Sin dejar de lado este importante punto en el andlisis de los resultados,
creemos que el punto clave que permite explicar esta diferencia radica en la
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suposicién que el modelo de caida del punto de congelamiento hace sobre el
no reparto de las moléculas anestésicas en fases gel o Lo. Tal como lo
discutiéramos en la Introduccion, 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 presion
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 (Xco-1)?, disminuyendo la concentracién necesaria para lograr la
misma potencia. Por lo cual pensamos que la compleja composicion
fosfolipidica del surfactante pulmonar y los elevados valores de colesterol (20%
molar) pueden apartar al sistema de la regla.

Los datos de anisotropia y GP, denotan que la inclusion del sevoflurano
afecta el perfil axial de hidratacién y viscosidad del EO-SP (figura 3.6).
Proponemos entonces este nuevo modelo de analisis global de los datos de
anisotropia y GP (figura 3.8), basados en los fundamentos tedricos del perfil
lateral de presion (Cantor-1997). En lo mejor de nuestro conocimiento no existe
en la bibliografia una aproximacion similar mas alla de los reportes del andlisis
de ambos parametros por separado (Harris-2002, Aguilar-2012). El resultado
mas relevante radica en identificar que, dependiendo de la concentracion de
sevoflurano, dos propiedades fisicoquimicas independientes pero estrictamente
relacionadas se modifican diferencialmente. Inicialmente los efectos mas
significativos se encuentran asociados a los cambios de la region hidrofilica-
hidrofobica donde el LAURDAN puede censar el estado de hidratacion
(recordar que el LAURDAN puede censar agua con caracteristicas muy
particulares que se discutieron en el capitulo 1). Esto significa que el
sevoflurano, al localizarse en la region polar de los fosfolipidos, afecta las
propiedades dieléctricas de la regién (Kaminoh-1991), probablemente
disminuyendo las fuerzas de repulsién e incrementando el area especifica de
los fosfolipidos, re-organizando la linea de tensién transversal que se ve
compensado con una caida de la micro-viscosidad del core de la membrana.
Esto se encuentra en linea con los efectos teoricos de los anestésicos
descriptos por Cantor, el cual encuentra que los cambios mas significativos en
el area especifica de los fosfolipidos se ve en region de la interfase por sobre
el core (Cantor-1997).
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El analisis de fasores espectrales permite proponer que basicamente el
efecto de los anestésicos en los rangos de concentracion manejados en
nuestros experimentos condice con un sistema de dos estados, que LAURDAN
puede censar como estados discretos de hidratacibn de la membrana
(cavidades de nH,0/LAURDAN). Los cambios espectrales identifican un
corrimiento hacia longitud de ondas mayores (aumento de la relajacién dipolar)
y aumento del ancho espectral.

En este contexto, claramente, los resultados de tensoactividad toman
otra dimension, debido a que tenemos argumentos certeros de una afectacion
biofisica de las propiedades fisicoquimicas de las membranas de surfactante
pulmonar que determinan la inhibicion de sus capacidades tensoactivas. Es
posible proponer entonces que a partir de una alteracion de las interacciones
lipido-lipido y probablemente lipido-proteina asociado a los cambios en el perfil
lateral de hidratacion y viscosidad (lo que pensamos se asocia al perfil lateral
de presion), se vean comprometidas las estructuras en la tercera dimension del
surfactante pulmonar (formacion de fases hexagonales) que permiten la
correcta inclusion y exclusién de material tensoactivo y disminuir la tension a
cero durante la compresion.

Creemos que estos resultados dan soporte suficiente para proponer con
certeza el mecanismo que plantemos al final de la seccién anterior (figura 5,
Malacrida-2014) y abren nuevas perspectivas asociadas a comprender cOmo
pueden verse afectadas las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina
gue son imprescindibles para el correcto funcionamiento del surfactante
pulmonar (Pérez-Gil-2008). Ademas, permite pensar que procesos como la
difusion de gases en la barrera alvéolo/capilar podrian verse comprometidas
dada la relevancia que ha tomado recientemente el surfactante pulmonar en la
difusién de oxigeno y moléculas cargadas en la interfase alveolar (Aberg-2010,
Olmeda-2010, Parra-2013). También es interesante plantear si mas alla de
comprometerse la funcion del surfactante pulmonar que se encuentra en el
liguido alveolar (por inhibicion directa o mediada por degradacién), también
podria verse comprometido el surfactante pulmonar que se encuentra en los N-
I en forma de cuerpos lamelares. Esto se sustenta en las prolongadas
hipoxemias de los pacientes (en algunos casos 12-24 h) y la altisima

lipofilicidad de los cuerpos lamelares, los cuales podrian actuar como
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acumuladores/reservorio de anestésico, comprometiendo en el tiempo, la
actividad del surfactante que sera secretado.

Por lo cual, un abordaje celular in vitro para evaluar la acumulacion de
anestésico intracelular y el uso de estrategias de microscopia confocal con
resolucion espacio-temporal de sistemas de vesicula Unica (GUVSs), permitiran
comprender en detalle como los aspectos celulares y supramoleculares del
surfactante pulmonar pueden verse comprometidos por la inclusion del

anestésico.

Estos resultados se encuentran en etapa de escritura para ser
prontamente enviados a su comunicacion:
Gases in the air: affection of pulmonary surfactant function and
supramolecular structure by sevoflurane anesthesia.
Leonel Malacrida, Olga Cafiadas, Elena Lopez-Rodriguez, Rosina Toledo-Galo,
Ana Denicola, Jesus Pérez-Gil*, Cristina Casals*, Arturo Briva*.

*Autores de correspondencia
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Capitulo 4: Efectos celulares vy
supramoleculares del sevoflurano
sobre el surfactante pulmonar:
estudio en células A549 y vesiculas
gigantes unilamelares.

Tal como se describiera en Introduccién, los cuerpos lamelares son
vesiculas exociticas de pH &cido y gran tamafio (1-2 um) que contiene los
lipidos y proteinas hidrofébicas del surfactante pulmonar. Pese a ser precursor
del surfactante pulmonar que se encontrara en fluido alveolar, su composicion
tiene sutiles diferencias cuando se compara con el surfactante pulmonar.
Particularmente tiene niveles elevados de proteinas, aproximadamente una
relacion fosfolipido/proteina 0.35 y colesterol/proteina 0.15 (Diez-Blanco-1987).
La fraccion fosfolipidica esta compuesta mayoritariamente por fosfatidilcolina
(64.5%), fosfatidiletanolamina (11%), fosfatidilglicerol (7.9%), esfingomielina
(4%) y fosfatidilinositol (3%). La secrecion de los cuerpos lamelares puede ser
desencadenada por diferentes factores, pero la distensibn mecénica es
probablemente el estimulo mas importante (Wirtz-Dobbs-1990). Se consideran
estructuras con un gran contenido energético en su interior (asociado al
empaguetamiento de unidades hidrofébicas) como multi-bicapas concéntricas
gue 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
secrecion y fusién de los cuerpos lamelares, poco se sabe a cerca del estado
de ordenamiento e hidratacion de estas membranas. Spalding y colaboradores
usando una sonda de espin electronico y resonancia paramagnética nuclear
muestran, que a temperatura fisioldgica, los cuerpos lamelares y vesiculas
compuestas por lipidos purificados de éstos, tienen un alto grado de fluidez
pese a poseer 50% de DPPC, lo cual plantean se encontraria influenciado por
la presencia de los componentes lipidicos (Spalding-1983). Usando

espectroscopia Raman, Swain y colaboradores demuestran que el contenido
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de lipidos es modificado a lo largo de la diferenciacion de los N-Il y que el
contenido interno de lipidos es el marcador distintivo entre los N-I y N-II (Swain-
2008).

Para estudiar estas estructuras sub-celulares, clasicamente se han
utilizado los cultivos primarios de N-lI (Suwabe-1991, Haller-1998), pero
también el uso de lineas celulares como la A549 de -caracteristicas
estructurales y funcionales similares a los N-IlI, ha permitido también avanzar
en el conocimiento de esta area (Shapiro-1978, Jaing-2010, Stephanova-2008).
Las células A549 derivan de un cultivo continuo de carcinoma de pulmén y
presentan la ventaja de poder usar una linea celular inmortalizada con
caracteristicas similares a los N-Il. Sintetizan y secretan surfactante pulmonar,
encontrdndose una composicion de los cuerpos lamelares similar a los de N-II
(Shapiro-1978).

Stephanova, demostré que el halotano tiene efectos genotéxicos y
citotoxicos sobre las células A549, pero lo mas relevante es que demostraron
una disminucion de los cuerpos lamelares presentes en estas células por la
adicion del anestésico (Stephanova-2008).

Sin embargo, poco mas se sabe respecto a los efectos y posible
acumulacion de los anestésicos en los cuerpos lamelares dada su alta
lipofilicidad. Pensamos que los resultados de nuestro grupo permiten plantear
una acumulacién del anestésico en esta estructuras sub-celulares que
comprometen su funcion luego de terminada la anestesia.

Basados en las propiedades espectroscopicas del LAURDAN y en los
resultados que se presentaron en la seccion anterior (ver figura 3.8), pensamos
gue 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 resolucion espectral (tal como
se desarrollo para las vesiculas gigantes unilamelares en el capitulo 1), el
efecto del sevoflurano sobre la estructura e hidratacion de los cuerpos
lamelares de células A549.

Por otro lado, de los resultados del capitulo anterior se desprende que
una afectacion sobre la estructura y dinamica de las membranas de surfactante

pulmonar por la adicion de sevoflurano puede ser planteada. Por lo cual
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usando vesiculas gigantes unilamelares y microscopia confocal es posible
identificar efectos del anestésico por sobre las propiedades supramoleculares y
dinamicas de los lipidos y proteinas del surfactante pulmonar.

La primera referencia de utilizacion de vesiculas gigantes unilamelares
en microscopia confocal de fluorescencia para el estudio de la organizacién de
membranas es reportada por (Bagatolli-Gratton-1999). Desde entonces, se ha
transformado en una espectacular herramienta para el estudio de la
organizacion lateral de membranas y su interaccion con drogas o proteinas.

La visualizacion de dominios de tamafio micrométrico en el surfactante
pulmonar se observa por primera vez en extractos lipidicos de origen bovino
(Nag-2002).Posteriormente, Bernardino de la Serna y colaboradores
demostraron la relacion en la segregacion de fases Lo/Ld con el contenido de
colesterol y la independencia de la proteinas en esta segregacion (Bernardino
de la Serana-2004-2009).

No existe bibliografia relacionada a los efectos de los anestésicos
inhalatorios sobre organizacion de membranas, encontrandose solamente un
reporte del efecto de alcoholes y anestésicos generales intra-venosos sobre la
miscibilidad de membranas plasméaticas reconstituidas como GUVs (Gray-
2013). En este trabajo, los autores proponen que los anestésicos generales
disminuyen el punto critico de miscibilidad de la membrana plasmatica (4°C) y
este efecto seria responsable de la accién de la anestesia general sobre la

funcién de canales i6nicos y proteinas de membrana.

Los resultados que se presentan en esta seccion fueron obtenidos en
colaboracion con el Dr. Pablo Aguilar (Laboratorio de Biologia Celular de
Membranas, Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay), la Mag. Soledad
Astrada (Laboratorio de Biologia Celular, Institut Pasteur de Montevideo,
Uruguay), el Prof. Jesus Pérez-Gil (Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular |, Universidad Complutense de Madrid, Espana), 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 segun recomendaciones previas para la visualizacion
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 sefialan algunos organelos sub-celulares que se consideran
cuerpos lamelares. En la figura 4.1B se tomd la misma imagen con microscopia
de un fotén usando un laser UV de 405 nm y colectando dos fracciones de la
emision de LAURDAN (canaliazuy=415-460 y canalywerdgey=460-530). Tal como
se ha reportado anteriormente, LAURDAN modifica su emision dependiendo
del estado de hidratacion de las membranas en la que se encuentra. El canal
azul corresponde a la emision del LAURDAN en estructuras de membrana mas
ordenadas, mientras que el canal verde en estructuras de membranas mas
fluidas (Bagatolli-2006). Es posible ver que las estructuras sefialadas con
flechas azules tienen gran intensidad en el canal azul, mientras que el resto de
las membranas celulares poseen una emision mas significativa en el canal
verde.

Cuando se calcula la GP pixel por pixel, de igual manera que se hace
para los analisis de emision en cubeta pero operando las intensidades de los
canales antes descriptos, se puede ver que las estructuras seleccionadas con
flechas azules y que preferentemente emitian en el canal azul, tienen valores
de GP mas 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
distribucion 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 hidratacion, mientras lo opuesto sucede para los valores

de GP bajo. El valor de GP, determinado para los cuerpos lamelares se
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correlaciona con membranas en estado Lo, mientras que las membranas con

bajo GP; con estructuras en estado Ld (Bernardino de la Serna-2009).

150 D)

Gray Value
=
=]

so N

0 1 2 3 4 5
Distance (microns)

GP,=0.019 E)
FWHM=0.48
GP,=0.471
FWHM=0.25

-1 1

Figura 4.1: Imagen representativa de una célula A549. A)imagen de transmisiéon de una
célula A549. B) Imagen de fluorescencia de LAURDAN en los canales azul (Aem 415-460) y
verde (Ahem 460-530). C) Imagen de GP. D) Perfil de intensidad de linea blanca sefialada en la
figura B. E) Histograma de distribucion de GP. Se procedié a ajustar una funcién de Gauss con
dos componentes, los valores obtenidos de GP y ancho de distribucion (FWHM) se pueden ver
en el gréafico. Las flechas sefalan algunos cuerpos lamelares. Imagenes tomadas con

resolucion 512x512 y tamafio de pixel 0.08x0.080 umy a 37°C.

Las medidas de los diametros de las vesiculas intracelulares condicen

con los valores esperados para los cuerpos lamelares, existiendo distribucién
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entre 0.5-2 um y también una gran variabilidad en la cantidad que cada célula
tiene (figura 4.1D) (Jaing-2010).

Pese a que las dimensiones y caracteristicas 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 marcacion 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 incub6 con LAURDAN intentando co-

localizar las sondas.

Laurdan + Lys".Trac

Laurdan + Mito Tracker

v
. ,] Laurdan + Lysotr .

=

= S ~ ‘. S | . B ‘4

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

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -170




En la figura 4.2 puede verse una reconstitucion 3D de dos células
marcadas como se menciona anteriormente. Claramente la localizacion de las
mitocondrias es completamente distinta a las sefiales 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 dificil poder se convincente solamente con estas imagenes.
Lamentablemente, no hemos podido realizar inmunofluorescencia para las
proteinas especificas del surfactante pulmonar (experimentos que se

encuentran en marcha). Pero resulta interesante poder discutir un poco mas

Figura 4.3: Identificacion de cuerpos lamelares por LysoTracker-Green (LTG). A)
Imagenes de transmision y fluorescencia con LTG en células A549 tomadas de (Wemhoner-
2011). B) Células de nuestros experimentos con LAURDAN (canal azul). La distribucion

perinuclear y el tamafio de los cuerpos lamelares similar cuando se comparan las imagenes.
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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 hipotesis de que se trate de cuerpos lamelares es la
enorme acumulacién de la sonda y el estado de hidratacion que hace que estas
estructuras emitan mayoritariamente de una forma no relajada del LAURDAN.
Como se discutié anteriormente, LAURDAN no censa pH, ni carga de los
fosfolipidos, 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 (Wemhoner-2011) y en la parte inferior una
imagen nuestra, de transmisién, superpuesta al canal azul de LAURDAN (figura
4.3B). La similitud de las estructuras y distribucion de las mismas en las células
confirma que se trata de cuerpos lamelares.

Hasta el momento actual, no existe en la bibliografia en nuestro
conocimiento, ningun reporte que caracterice la estructura y organizacion de
los cuerpos lamelares con el uso de LAURDAN. Resulta interesante que la GP
toma valores llamativamente elevados y posee una distribucion bastante

homogénea para los cuerpos lamelares (ver figura 4.4).

Figura 4.4:
Imagenes de GP
para una seleccién
de cuerpos

lamelares. Es

posible identificar a

GP, = 0.425
FWHM|z 0.209

los cuerpos
lamelares como
estructuras de GP
alta  (0.425+0.03).
En la parte inferior

I se puede ver el

GP, = -0.078
FWHM = 0.537

histograma de

distribucién para los

valores de GP,

donde se observa que la distribucién para los valores de GP altos presenta un ancho de
campana menor. Las imagenes GP fueron obtenidas a partir del macro Generalized
Polarization Analysis desarrollado por JesperSgndergaard Hansen para ImageJ 1.48v.

Imagenes tomadas con resolucion 512x512 y a 37°C.

Tesis de Doctorado Lic. Leonel Malacrida -172




Para comprender mejor cOmo se encuentran organizados los cuerpos
lamelares, se planted el uso de graficos de fasores con una mejor descripcion
asociado a las propiedades que fueron descriptas en el capitulo 1.

A continuacion se presentan una serie de imagenes de cuerpos lamelares

-1 05 0 0.5 1
Figura 4.5: Andlisis de fasores espectrales de la emision de LAURDAN en cuerpos
lamelares. A) Imagen de intensidad de fluorescencia de LAURDAN en A549. B) Pseudo-
imagen resultado de la seleccion de pixeles del grafico de fasor espectral (D), es posible
identificar a los pixeles con mayor orden en azul y los méas relajados en rojo. C) Zoom de la
seleccion de la figura B, donde es posible ver las capas concéntricas de menor orden e
hidratacién (de azul a amarillo). D) Primer armonico del grafico de fasor para la emisién
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. Imagenes
tomadas a 512x512 de resolucién y a 37°C
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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 emision de LAURDAN
en lipidos). Los cuerpos lamelares presentan una estructura con capas
concéntricas con diferente estado de orden e hidratacion (cabe destacar que
los experimentos fueron realizados con temperatura controlada a 37°C). 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 proporcion de los estados discretos de
LAURDAN (rojo/azul, relajado/no-relajado).

Estos resultados concuerdan con los observados por el clasico analisis
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
instrumentacion es distinta y los rangos espectrales también. Por lo cual se
evaluo la posicion espectral de LAURDAN en vesiculas multilamelares de
DPPC a 37°C.

Como puede verse en la figura, el LAURDAN en DPPC presenta una
emision centrada alrededor de 460 nm (segun los valores obtenidos en el
capitulo 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 podria 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: Posicion de la emision de

;em;'460f1m LAURDAN en DPPC a 37°C.Grafico de fasor

con la posiciones de los cursores para los

0.5
cuerpos lamelares y MLVs de DPPC.
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A continuacion 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 administracion 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, asi como en el buffer Kreb-
Ringer que se usa durante el experimento. Las dosis usadas fueron calculadas
a partir de la concentracién de lipidos 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 imagenes representativas de 10
células independientes que se analizan conjuntamente en el grafico de fasor de
la figura 4.7D. Se puede observar que la concentracion de sevoflurano
creciente, modifica la posicion espectral de los pixeles, provocando que los
cursores seleccionados para el sistema sin anestésico (figura 4.5) no puedan
identificar la posicibn de los pixeles para estas imagenes. Cuando se
selecciona nuevamente la posicion de los cursores, teniendo en cuenta
solamente las imagenes con sevoflurano, entonces puede verse el efecto
contrario, o sea que ahora no es posible identificar los pixeles de las imagenes
sin anestésico.

Es claro que el sevoflurano provoca un cambio espectral que se condice
con la fluidificacién de las membranas de los cuerpos lamelares, pudiéndose

comprobar que estos organelos pueden actuar como reservorio de anestésico.
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Figura 4.7: Imagenes representativas de células A 549 expuestas a sevoflurano. A-C) figuras generadas a partir de las posiciones espectrales de
LAURDAN en diferentes entornos. De A a C se introduce un aumento en la concentraciéon de anestésico (0-3 CAM). D) Como puede verse, los cursores son
los seleccionados por las imagenes anteriores, pero el incremento en la concentracion de anestésico produce un corrimiento espectral que hace necesario
corregir la posicidon en los cursores para que se puedan volver a marcar las estructuras celulares. E-G) Misma serie de imagenes pero con una nueva
seleccion de los cursores. Es posible ver que se trata de estructuras mas fluidas. Los espectros fueron tomados en 32 canales con un ancho de banda de 5
nmy pasos de 5.97 nm, el rango espectral es 415-650 nm. Imagenes tomadas a 512x512 de resolucién y a 37°C
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Efecto del sevoflurano sobre las caracteristicas supramoleculares y
dinamicas del surfactante pulmonar: microscopia confocal de
fluorescencia.

Iniciamos esta seccion de experimentos estudiando los efectos del
sevoflurano sobre la organizacion 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 vy
colaboradores desarrollaron un método de procesamiento de imagenes que
permitié caracterizar por primera vez un sistema de GUV aplicando la teoria de
Lever en equilibrio termodinamico.

Pensamos entonces que este sistema bien caracterizado podra ser util
para comprender inicialmente los efectos del anestésico en un sistema de
membranas bien caracterizado, lo que posteriormente nos sera til para
entender un sistema complejo como el surfactante pulmonar. Se utilizé un par
de sondas fluorescentes que tienen reparto diferencial por fases gel o fluida de
este sistema (DilC18 y Bodipy-PC, respectivamente). Cabe aclarar que esta
afinidad no es por el estado fisico de la fase, sino por afinidad fisicoquimica,
por lo cual no es extrapolable a otros sistemas y en cada caso debe de ser
caracterizada para saber cudl es el reparto. La mezcla estaba compuesta por
una proporcién molar 7:3 (DLPC:DPPC) y posee una Tm ~ 39.25 °C, AH ~
22.57 kcal/mol y Ty~ 2.3 °C (determinados por calorimetria diferencial de
barrido).

Para introducir el anestésico utilizamos la misma estrategia de los
experimentos con células. Pero en este caso usamos dos procedimientos de
administracion: alta concentracion-corto tiempo de exposiciéon (3000/1 radio
molar sevoflurano/fosfolipido, 30 minutos) o baja concentracién-largo tiempo de
exposicion (0.5 o 1.5 radio molar sevoflurano/fosfolipido, 2 horas).

En la figura 4.8A se observa la estructura caracteristica del sistema
gel/fluido de las membranas de DLPC:DPPC, con lineas de fase gel (roja) con
diferente ancho dependiendo de la temperatura y proporcion de fosfolipidos de
alto y bajo Tm. Estas estructuras, con lineas de tension de alta energia en los

limites de los dominios, son debido al mismatch hidrofébico (diferencia entre
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largo de cadenas entre la DLPC y DPPC, 4 carbonos). Cuando se administro
sevoflurano por 30 minutos a alta concentracion se observo que los limites de
los dominios estaban alterados y un incremento en la miscibilidad de las fases

puede ser propuesto (figura 4.8B y C).

DLPC:DPPC 3/7 mol DLPC:DPPC 3/7 mol + Sevoflurane DLPC:DPPC 3/7 mol + Sevoflurane Gel/Fluid
N P2/A=33.6+ 13.9
i ,/ﬁ)
"\'A _?I/

Gel/Fluid +Sevo
P2/A=24.4+ 9.6

. =
BRI

Figura 4.8: Vesiculas gigantes unilamelares de DLPC:DPPC expuestas a sevoflurano. A)

Es posible ver que las GUVs compuestas de DLPC/DPPC 7:3 poseen dominios gel (DilC18-
region roja) que se ordenan en forma de lineas 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 inclusiéon de
anestésico (calculado como la relacién (perl'metro)zlérea de los dominos, Fanani-2009).
Méascaras generadas a través de un filtro de normalidad y conversion a un sistema binario en
ImageJ 1.48v. Las imagenes fueron tomadas a resolucién de 512x512 y se tomaron al menos

10 im&genes de cada situacion.

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 mas solapada cuando el anestésico esta presente en

el sistema (figura 4.9).
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Cuando se incuban por 2 h, a dosis de induccién y mantenimiento de la
anestesia, se puede observar que existe una completa reorganizacion de las
membranas, apareciendo dominios de membrana redondos, lo que sugiere la

coexistencia de fases fluidas.

+ Sevoflurane + Sevoﬂurgne
(0.5 M ratio) (1.5 M ratio)

Figura 4.10: Vesiculas gigantes unilamelares de DLPC:DPPC expuestas a sevoflurano en
dosis de induccidon y mantenimiento. Las imagenes fueron tomadas a resolucion de

512x512 y se tomaron al menos 10 imagenes de cada situacion.

Por altimo, los parametros termodinamicos del sistema mostraron que el

anestésico fluidifica el sistema y disminuye la entalpia de transicion.
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Figura 4.11: Resultados del analisis termodinamico 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 dinamica del surfactante pulmonar. Para
ello hemos utilizados dos métodos similares pero con diferencias sustanciales
en la informacién que otorgan sobre las propiedades del sistema de estudio.
Para el primer grupo de resultados se aplicé la misma aproximaciéon que se usé

anteriormente para las membranas con coexistencia de fases gel/fluida.
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Mientras que para el estudio de las propiedades dindmicas del surfactante
pulmonar expuesto al sevoflurano se utiliz6 microscopia confocal de dos-
fotones con resolucion espectral.

En la figura 4.12 se muestran imagenes representativas de GUVs
construidas con EO-SP tras la exposicion al sevoflurano (radio molar
sevoflurano/fosfolipido=10) donde se observa se afecta el comportamiento
termotropico surfactante pulmonar normal (ver termogramas obtenidos por
DSC, figura 4.12B). Las imagenes fueron obtenidas a diferente temperatura y
se puede identificar en el termograma que para temperaturas mayores a ~ 28-
29°C, la coexistencia de fases Lo/Ld se encuentra comprometida, ademas es
posible ver que se pierde la estructura esférica de las GUVs cuando se pasa la
Tm.

— EO-SP
B) 1.0 { —— pos-Anestesis

0.8

Cp (Normalizado)
o
o

10 Um — 10 um

Figura 4.12: Comportamiento termotrépico de vesiculas gigantes unilamelares
expuestas a sevoflurano (10 radio molar sevoflurano/fosfolipido). A) Reconstitucion 3D y
seccibn media de una GUV expuesta al anestésico en la pre-transicion.B) Calorimetria
diferencial de barrido de EO-SP normal y expuesto al anestésico. Los marcadores identifican
la posicién de las temperaturas medidas en el experimento de GUVs. C, D, E) GUVs de EO-
SP expuestas a sevoflurano y temperatura creciente. Las imagenes fueron tomadas a

resolucion de 512x512 y se tomaron al menos 10 imagenes de cada situacion.
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Usando la metodologia desarrollada en el capitulo 1 (fasores
espectrales), analizamos los efectos del sevoflurano sobre la organizacion de
GUVs preparadas de EO-SP. Se utilizo una relacion equimolar de
anestésico/fosfolipido y se tomaron las imagenes a 24°C.

En la figura 4.13 puede observarse imagenes representativas de las GUVs con
las mascaras de colores que se seleccionan a partir del grafico del fasor
espectral en el primer armonico. 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 grafica de la seccion C, se puede ver las fracciones de pixeles para cada
cursor en los dos grupos de imagenes. Un analisis estadistico mostré 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 numero 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 mas fluidas.
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Figura 4.13: Analisis por fasores espectrales de los efectos del sevoflurano sobre la
hidratacién y dindmica de GUVs construidas con EO-SP. A) Imagenes representativas de
las GUVs construidas de EO-SP sin y con la administraciéon de sevoflurano (relacion molar 1:1,
sevoflurano/fosfolipido). B) Primer arménico del grafico del fasor espectral, se puede ver la
seleccion 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 imagenes analizadas (el color
de las barras identifica el cursor). ** valores estadisticamente significativos con p < 0.01. Las
imagenes fueron tomadas a resolucién de 256x256 y se tomaron y analizaron al menos 10
imagenes de cada situacion.
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Discusion

Poco se sabe acerca del estado de organizacion sub-celular de las
membranas que componen al cuerpo lamelar. Mas alla de los estudios que
demuestran que en una interfase aire/agua los cuerpos lamelares se adsorben
rapidamente formando una monocapa con fases Lg/Lc(Ravasio-2010), no
conocemos ningun estudio que aborde el problema intracelularmente.

Valiéndonos de las propiedades que LAURDAN tiene para estudiar el
estado de orden e hidratacion de las membranas, nos planteamos poder
comprender en primera instancia cudl es el estado fisicoquimico 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 acidicas, el tamafio, la gran acumulacion de LAURDAN vy el
comportamiento lineal que presenta la emision 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 emision de LAURDAN deberia de
ser distinto.En ese caso no se deberia observar una relacién lineal y es posible
que la totalidad del organelo tuviera el mismo entorno para LAURDAN
(elemento que no se ve en los fasores espectrales, asi como tampoco en el
célculo de GP).

Pasando a la discusién de como estan 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
gue 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 distribucion de valores de GP para
estas estructuras es muy baja y que mayoritariamente el interior de los cuerpos
lamelares estaria compuesto por membranas tipo Lo.

Cuando se compara estos resultados con los obtenidos por el andlisis de
fasores espectrales, podemos ver que coinciden correctamente y ademas este
método permite identificar capas de diferente estado de relajacién para el
LAURDAN. Esto significa que muy posiblemente la estructura interna del
cuerpo lamelar tenga valores restrictos de agua y que las capas mas cercanas
al exterior se encuentren en un estado mas hidratado y mas cercano a una fase
Ld.

Pese a la concordancia de estos resultados resulta importante hacer
algunas precisiones sobre el andlisis de estos resultados, dado el tipo de laser
usado para la excitacion. Como se introdujera en el capitulo 1, el LAURDAN en
membranas en su estado basal, presenta dos poblaciones de la sonda
dependiendo de la polaridad del entorno. La banda de excitacion 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 (Aex 405 nm)
preferentemente estamos seleccionado a esta poblacion de moléculas de
LAURDAN con un estado basal caracteristico y que se relacionan con un
espectro de emisién muy corrido al azul. Eso no es del todo considerado en la
bibliografia y en los ultimos afios han empezado a aparecer reportes con el uso
de laser UV para trabajar con LAURDAN, lo cual no es un problema, mas alla
del foto-apagamiento que la sonda puede sufrir, sin considerar esta
caracteristica de la sonda y entonces requiere ser cautelosos con el andlisis de
nuestros resultados.

Siguiendo adelante con la discusién, resulta interesante que dado la
imposibilidad de usar los sistemas de cursores que habiamos optimizado con
las GUV de mezclas ternarias (capitulo 1), cuando analizamos la posicion
espectral de LAURDAN en MLVs de DPPC (en fase gel a 37°C) la posicién
espectral de los cuerpos lamelares es muy cercana a la de la DPPC pero con
un mayor ancho espectral. Esto podria deberse a otros entornos de LAURDAN
con diferente relajaciébn dipolar (por ejemplo proteinas), sin embargo en

ensayos preliminares que no se muestran en esta tesis, no hemos visto
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cambios significativos por pH y concentracion de proteina en la posicion 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 posicién espectral
mas 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 habiamos
demostrado anteriormente para el EO-SP (figura 3.6 del capitulo anterior). Esto
significa que el anestésico ingresa al organelo dada su gran lipofilicidad y
modifica la dinamica de agua, asociado a los cambios fisicos 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
ademas, permite expandir el esquema que propusiésemos en la figura 6 de
Malacrida y colaboradores (Malacrida-2014), incluyendo una inhibicion de
surfactante pulmonar intracelular previo a su liberacion.

El estudio sobre las alteraciones supramoleculares del sevoflurano en
membranas modelo y surfactante pulmonar, mostré que el anestésico afecta la
organizacion lateral de sistemas simples, cambiando la miscibilidad de las
membranas.

Esto concuerda con los resultados de difraccion de &ngulo 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 lipidos con diferente largo de cadena (DLPC, DPPC) (Weinrich-2012, -
2013). También esta en linea con los resultados que soportan la disminucion de
la temperatura critica para la miscibilidad de membranas con fase Lo/Ld (Gray-
2013).

Sin embargo, pensamos que el aporte mas 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 analisis de circularidad de los dominios y
la identificacion final de dominios redondos en las membranas que fueron

expuestas por largo tiempo al anestésico.
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El parametro P?A permite calcular la circularidad de una forma
determinada y cuando ésta es circular su valor se acerca a 4n, 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-vesicula y
calculamos este valor, vemos, como era de esperar, que las membranas con
fase gel/fluida tiene un elevado valor P?/A, mientras que al incluir el anestésico
este valor disminuye. Pensamos que este es un punto en el recorrido hasta
alcanzar el nuevo equilibrio termodinamico que se parece a una membrana
Lo/Ld.

Cuando analizamos el efecto sobre las vesiculas de EO-SP, vemos que
disminuye la temperatura de melting (hecho que ya habiamos documentado),
esto hace que sufra una prematura transicion de fase que imposibilite el
correcto funcionamiento. En una elegante revisién, Cafladas y Casals revisan
el estado de conocimiento sobre la relevancia de la coexistencia de fases Lo/Ld
para el surfactante pulmonar en su funcionamiento (Cafiadas-Casals-2012).
Resulta claro entonces que los efectos que los anestésicos inhalatorios
producen sobre la funcién pulmonar, tienen su explicacion molecular en la
afectacion supramolecular del surfactante pulmonar que conlleva a su
inhibicion tensoactiva.

Por ultimo, es posible plantear que los resultados que se muestran en la
figura 4.13, se correlacionen con un cambio en la funcién lipoproteica del
surfactante pulmonar y todo lo que esto implica en la organizacién 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 pasantia por el Laboratorio del Prof. Gratton (estos
experimentos son también una colaboracién con el Prof. Jesus Pérez-Gil) que
abordan el estudio de las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina con
espectroscopia de cross-correlacion, debido a diferentes dificultades y que
algunos de ellos son ensayos preliminares que necesitan mayor profundidad en
el analisis. Sin embargo, quisiera poder mencionar que los primeros analisis
gue determinan la constante de difusion y oligomerizacion de la SP-B en
presencia de sevoflurano (hecho nunca reportado hasta el momento), indican
gue éste afecta la oligomerizacién de la SP-B y disminuye la constante de

difusion 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 capitulos anteriores, nos parece pertinente hacer
una conclusion capitulo por capitulo y posteriormente una consideracion global
de los alcances de la tesis.

1) Los graficos 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 utilizacion de las propiedades de vectores y el espacio de la transformacion
de Fourier. Pensamos que este trabajo muestra el desarrollo y validacion 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
microscopia otorgan una nueva dimension al uso de estas herramientas y que
en ningun punto de vista intentan competir con los clasicos métodos de GP u
otros, sino que por el contrario, es posible extraer lo mejor da cada uno de ellos
para lograr un mejor andlisis de los resultados de LAURDAN en membranas
celulares. Resulta evidente luego de finalizada la tesis, la relevancia que ha
tenido el desarrollo de estas tecnologias para lograr la mejor comprension de
los complejos efectos de sevoflurano en membranas in vitro, in vivo y ex vivo.
Esperamos prontamente poder publicar los resultados de esta seccion, dado
gue ya se encuentran en etapa final de evaluacion para ser enviado a la revista
Methods and Applications in Fluorescence.

2) Los resultados de este capitulo sentaron las bases de nuestra area de
trabajo en el pais y han permitido el desarrollo de multiples espacios de
colaboracion. Bésicamente, hemos podido demostrar por primera vez que los
anestésicos inhalatorios de uso rutinario en la practica clinica tienen la
potencialidad de dafiar la funcién pulmonar a partir de un efecto sobre la
actividad y composicion del surfactante pulmonar. Queda claro que existe un
efecto dual de corto y largo plazo que la anestesia con ventilacion mecanica
puede producir sobre la funcién del surfactante. Es probable, y luego de los

argumentos demostrados en esta tesis ain mas, que el esquema de inhibicién
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gue proponemos para el anestésico y el surfactante pulmonar en nuestro
trabajo (Malacrida-2014), se acerque con exactitud a la linea de eventos que
pueden suceder durante la anestesia en el pulmén. Pensamos que sera
necesario evaluar con mayor precision y nuevos abordajes los efectos celulares
e inflamatorios que el modelo puede tener, pero resulta claro que la
acumulacion de liso-PC y la alteracion de la capacidad tensoactiva, permiten
explicar con exactitud el colapso alveolar que se encontrd en los animales de
experimentacion y pacientes pos-anestesia. El colapso se relaciona de manera
directa con la inhomogeneidad en la ventilacion/perfusion, explicando los
eventos de hipoxemia. Pero no podemos dejar de lado dos aspectos
transcendentales a la luz de los resultados aqui antes mencionados. El primero
radica en la posibilidad de que parte de la hipoxémia que los pacientes sufren
durante la anestesia con ventilacion mecanica sea alteracion de la difusion de
gases en la interfase alveolar. Claramente la organizacion 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 inclusion de
presiones al final de la inspiracion o aumento de la presidbn meseta, no logran
mantener el pulmon abierto una vez que el protocolo es finalizado. Esto
pensamos es debido a la alteracion o inestabilidad alveolar, debido a la
afectacion del surfactante pulmonar por la anestesia. Esto no quiere decir,
desde ningun punto de vista, que el uso de los gases anestésicos pueda
ponerse en juicio por este problema, sino que por el contrario, mas
investigacion relacionada a alternativas y mejor manejo de la ventilacion
mecanica o terapias suplementarias de surfactante pulmonar podrian contribuir
a palear los efectos deletéreos que los anestésicos demostraron tener sobre la
composicién y funcion del surfactante pulmonar.

3) La afectacion funcional del surfactante pulmonar permite relacionar
los efectos fisiopatoldgicos de la funcion pulmonar durante el uso de los
anestésicos inhalatorios, con aspectos estructurales y funcionales de la
inestabilidad alveolar y la mecéanica pulmonar. Sin embargo nada nos dice de
cudles son los mecanismos moleculares que permiten explicar el evento. En
esta seccibn hemos vinculado aspectos funcionales con ensayos de

termodindmica clasica y espectroscopia moderna, para intentar comprender
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mejor los mecanismos moleculares de la afectacion del surfactante pulmonar
durante la anestesia inhalatoria (y porqué no, de la teoria de la anestesia). En
base a los experimentos de DSC vy fluorescencia podemos concluir que el
sevoflurano al incluirse en la membranas del surfactante pulmonar afecta las
fuerzas de interaccion lipido-lipido (sin dejar de lado interacciones lipido-
proteina), a través de alterar las propiedades dieléctricas e hidroestaticas en la
interfase de las membranas, provocando una alteracion en las fuerzas de
interaccién transeccional que determina su incapacidad funcional. Los
experimentos con anisotropia de DPH y la funcion GP de LAURDAN (nuevo
grafico GP vs r para aproximarnos a la evaluacion del perfil lateral de presién),
permiten proponer que las fuerzas de la seccién transmembrana se ven
afectadas por la inclusion del anestésico, mayoritariamente por un efecto de
hidratacion y electroestatica de la interfase. Esto produce un re-arreglo del core
de la membrana para compensar el cambio en las repulsiones electroestaticas.
El grafico GP vs r, pensamos que permite aproximarnos experimentalmente a
la teoria de la presién lateral de membranas y entra en una discusién 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 fisicoquimicas de las membranas que impiden el
correcto compactamiento y disminucion de la tension. Lo que parece suceder
es el colapso prematuro de la interfase aire/surfactante y es probable que la
formacion de estructuras no lamelares pueda estar comprometida. Resta por
comprender cdmo es afectado el proceso de inclusién/exclusion de material
tensoactivo de la interfase alveolar, para lo cual seguramente la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (**P) y la difraccién de rayos X de angulo bajo
seguramente otorgaran claridad al proceso.

Nuestros resultados en parte exceden al modelo del surfactante
pulmonar, debido a que, por ejemplo, el apartamiento de la teoria
termodindmica 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 sinapticos, donde la formacién de estructuras no lamelares es
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elemento imprescindible para el correcto funcionamiento del sistema nervioso
central. Nuestro resultado esta en linea con el hallado por otros autores
(Nguyen-2009) permite proponer que los anestésicos potencian la funcién de
vesiculas en una interfase, lo cual modifica los procesos de liberacion y
recaptacion de neurotrasmisores.

4) En este capitulo hemos podido describir por primera vez el efecto de
los anestésicos inhalatorios sobre los cuerpos lamelares y membranas
estudiadas por GUVS. Ademés, hemos dado una descripcion de la
organizacion de las membranas de los cuerpos lamelares, valiéndonos de los
desarrollos metodolégicos que esta tesis ha aportado y las propiedades
espectroscopicas de LAURDAN. Los cuerpos lamelares parecen ser
estructuras con membranas muy compactadas y escasa actividad de agua
(mas experimentos usando PRODAN podrian ser interesantes dado el alto
reparto que tiene por agua), que ademas se organizan en formas de esferas de
hidratacion y que potencialmente puede ser explicado a través de la
disminucién de la entropia 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 sera sobre el que se
encuentra en la interfase alveolar, sino que ademas 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
gue la desorganizacion de estas estructuras afectara su funcionalidad y mas
experimentacion sera necesaria para comprender la mecanistica del proceso.

Por otro lado, los ensayos con GUVs nos permiten decir que no solo se
afectan las propiedades fisicoquimicas de los lipidos y proteinas 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 sefalizacion celular,
por ejemplo. Los experimentos demuestran que los re-arreglos de hidratacion y
viscosidad comprometen desde la escala atomica-molecular (hidratacion de un
fosfolipido) a toda una organizacion celular. En el contexto del surfactante
pulmonar, estos resultados demuestran el estrecho vinculo entre la
funcionalidad y el orden lateral de membranas aunque claramente mucho mas

resta por comprender sobre los aspectos de la interaccion proteina-lipido.
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Finalmente, creemos que esta tesis tal como su titulo lo ejemplifica, ha
realizado un camino desde los aspectos funcionales del pulmén a los detalles
moleculares y biofisicos 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 pulmoén y los
sistemas de membrana en general. Lo mas importante pensamos es hacer el
camino inverso y tratar de correlacionar los detalles més precisos de nuestros
resultados sobre la funcion final del pulmén. Seguramente en el futuro no tan
lejano, podremos comprender, con el advenimiento de nueva tecnologia como
la fluorescencia in vivo de especies con autofluorescencia, como esto sucede in
vivo y dentro del pulmén. Me gustaria poder finalizar tal como el Profesor Piriz
siempre nos ensefase “No existen temas agotados, sino investigadores

agotados sobre los temas”.
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. Sevoflurane anesthesia deteriorates pulmonary surfactant promoting alveolar
collapse in male Sprague-Dawley rats.
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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 preparacién para Methods and Application in
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Jesus Pérez-Gil, Cristina Casals, Arturo Briva. En preparacién para PNAS.

. The effect of sevoflurane on membranes: Studies using the environmental
sensitive probe PRODAN.
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. Sleeping Bubbles: Effects of Volatile Anesthetics in the Lateral Structure of Giant
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Leonel S. Malacrida, Arturo Briva, Luis A. Bagatolli, Pablo Aguilar, Ana Denicola. Biophysical
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. Deterioration of Pulmonary Surfactant by Volatile Anesthetics
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Ana Denicola, Cristina Casals, Arturo Briva. Biophysical Journal, (2012) Vol. 102, Issue
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sistema de surfactante pulmonar*
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Biophysical Journal, (2011) Vol. 100, Issue 3, p505a—-506a
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Surfactant.
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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 sefalados han recibido premios locales e internacionales que se detallan a
continuacion.
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Analysis of LAURDAN and PRODAN for membrane heterogeneity studies: New
Frontiers in Membrane Biophysics, 2014. 58" Annual Meeting of Biophysical Society
American Biophysical Society (Internacional). (Dotacién econdémica de U$S 700)

e  Primera mencién a mejor trabajo de investigacion del Hospital de Clinicas del afio
2012-2013 por: Sleeping Bubbles: Effects of Sevoflurane in the lateral organization of
Giant Unilamellar Vesicles., Semana Académica del Hospital de Clinicas 2013,
Montevideo-Uruguay (Local).

e Premio a mejor trabajo de investigacién del Hospital de Clinicas del afio 2011-2012 por:
Los anestésicos halogenados deterioran la composicion de fosfolipidos en un
sistema de surfactante pulmonar, Semana Académica del Hospital de Clinicas, 2-5 de
octubre de 2012, Montevideo-Uruguay (Local).(Dotaciéon econdmica de U$S 1500)

e 1° Mencién a mejor trabajo de Investigacion Basica del 8° Congreso de la Asociacién
Latinoamericana de Térax (ALAT), por: Los anestésicos halogenados deterioran la
composicion de fosfolipidos en un sistema de surfactante pulmonar, 2012 (Regional).
(Dotacién econémica de U$S 250)

e International Travel Award - Premio por el Trabajo: Halogented Anesthtics impairs
Biophysical properties of a membrane model of Pulmonary Surfactant, 2011. 55"
Annual Meeting of Biophysical Society American Biophysical Society (Internacional).
(Dotacion econémica de U$S 820)

e  Mencion Mejor Poster de la Seccidn Biofisica de la 7° Jornada de la Seccional
Bioquimica y Biologia Molecular, Sociedad Uruguaya de Biociencias (SUB) 2011. Por: Rol
del Surfactante Pulmonar en la Lesién Pulmonar Aguda: desde la Fisiopatologia a
aspectos Biofisicos de su funcién, (Nacional).

6.1.3.Proyecto o Becas

3. Beca de Movilidad de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion
(BE_MOV_2010_1913). Para la realizacion de una pasantia en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular |, Universidad Complutense de Madrid-Espafia. Bajo la
supervisién de la Prof. Cristina Casals.

4. Beca de Finalizacién de Maestria, Comision de Posgrados Académicos, Universidad de
la Republica (2012).

5. Proyecto 1+D-2012 CSIC, Proyecto “Surfactante Pulmonar durante la Lesién Pulmonar
Aguda: Abordaje funcional estructural y terapéutico.” Responsable Académico: Leonel
Malacrida.

6. Proyecto de Iniciacion a la Investigacion ANII, Proyecto “Buscando en la evolucién
estrategias terapéuticas para la lesion pulmonar: ¢ Existe un surfactante pulmonar
terapéutico patologia especifico?”, Resposable: Rosina Toledo, Tutor: Leonel Malacrida.
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6.2.Cddigos MatLab

A continuacion se proveen los cédigo para el calculo de espectros medios,
GP, CM y SP en primer y segundo armonico en MATLAB, el cddigo reconoce
4 columnas contiguas en un archivo .csv (MIF) y calcula el valor medio para
los tres primeros espectros restando el blanco que se definid siempre a la
posicion 4 del holder de celdas en nuestro fluorimetro (esto ha sido realizado

en colaboracion con el MSc. Magdalena San Réman).

7. function
[mgp, sgp, mcm, scm,mgil, sgil, msil, ssil, mgi2, sgi2, msi2,ssi2]=gp cm sp(
L,condicion, lambdal, lambdaZ2)

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==

17. color="b';

18. elseif condicion==
19. color="'qg"';

20. elseif condicion==
21. color="r"';

22. elseif condicion==
23. color="m';

24. elseif condicion==
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 lambdal=find(L _c(:,1)==lambdal);

36. ix lambda2=find(L c(:,1l)==lambda2);

37.
38. 222 Gp
39. gp=I1;

40. for i=2:2:size(L c,2)
41. gp=[gp (L c(ix lambdal,i)-
L c(ix lambda2,i)) /(L _c(ix lambdal,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(:,1)./(L c(:,i-1)*1le-7))/sum(L c(:,1))1;
57. end

58. mcm=mean (cm) ;

59. scm=std(cm)/ (length(cm))”(1/2);

60.
61l. %%% spectral phasor calculation
62.

©63. hn=1;%numero de armonico
64. w=2*pi/((max(L c(:,1))-min(L c(:,1)))*1le-7);

65.
66. % Gi
67. gi=[];

68. for i=2:2:size(L c,2)

69. gi=[gi sum(L_ c(.,') *cos (hn*w* (L _c(:,1-1) *le-
7)) ./sum(L_c(:,1i)))];

70. end

71. mgil=mean (gi);

72. sgil=std(gi)/(length(gi))"~(1/2);

73.
74. % si
75. si=[];

76. for i=2:2:size(L c,2)

7. si=[si sum(L c(:,1i).*sin(hn*w*(L c(:,i-1)*1le-
) ./sum(L_c(:,1)))1; a

78. end

79. msil=mean (si);

80. ssil=std(si)/(

81.

82. hn=2;%numero de armonico

83. w=2*pi/((max(L c(:,1))-min(L c(:,1)))*1le=T7);

length(si) )~ (1/2);

84.
85. $ Gi
86. gi=[1;

87. for i=2:2:size(lL c,2)

88. gi=[gi sum(L c(:,1).*cos(hn*w* (L c(:,1i-1)*le-
) ./sum(L c(:,1)))1;

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(:,1).*sin(hn*w* (L c(:,i-1)*1le-
7)) ./sum(L c(:,1)))1;

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 ([x1l x2]): "); %[xl x2
X3 ...]

lambdal=input ('ingrese valor para lambda 1 (440, 340 etc): '");
lambda2=input ('ingrese valor para lambda 2 (490, 400 etc): ");

o

v_gp=zeros (condicion, length (ejex))
v_sgp=zeros (condicion, length (ejex)
v_cm=zeros (condicion, length (ejex))
v_scml=zeros (condicion, length (ejex
v_gil=zeros (condicion, length (ejex)
)
)
X
)
)

) ;

o° oP

o°

) ;

’

o\°

’

o°

v_sil=zeros (condicion, length (ejex
v_cm2=zeros (condicion, length (ejex
v_scm2=zeros (condicion, length (eje
v_gi2=zeros (condicion, length (ejex
v_siZ=zeros (condicion, length (ejex

o

’
)
’

o°

oe

’

o\

)
)
)
)
)
)
)

for j=l:condicion
for i=1l:length (ejex)

existe=input (['analizar condicion ' num2str(j) 'en ejex='
num2str (ejex(i)) '? (si=1, no=0) ' 1);
if existe==
[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, mgil, sgil, msil, ssil, mgi2, sgi2, msi2,ssi2]=gp_cm sp (L, ]
, lambdal, lambda?2) ;

v_gp(3,1i)=mgp;
v_sgp(j,1i)=sgp;
v_cm(Jj,1)=mcm;
v_scm(j,1i)=scm;
v_gil(j,i)=mgil;
v_sgil(j,i)=sgil;
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v_sil(j,1i)=msil;
v_ssil(j,1i)=ssil;
v _gi2(j,1i)=mgi2;
v_sgi2(j,1)=sgi2;
v_si2(j,1i)=msi2;
v _ssi2(j,1i)=ssi2;
end
end

end
%% plot

for k=l:condicion

if k==
color="b*"';

elseif k==
color="g*';

elseif k==
color='r*"';

elseif k==
color="m*"';

elseif k==
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==
color2='b';
elseif k==
color2="qg';
elseif k==
color2="r";
elseif k==

color2="m';
elseif k==5

color2="c"';
end

figure (4)

hold all

ra=1;

[x,y,z]=cylinder (ra,200);
plot(x(1l,:),y(1,:),"k:");

axis equal
pd4=plot(v_gil(k,:),v_sil(k,:),color);
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errorbarxy(v_gil(k,:),v _sil(k,:),v_sgil(k,:),v _ssil(k,:),{color,color?2

,color2})
xlabel ('G")
ylabel ('S")

title('primer armonico')

figure (5)

hold all

ra=1;

[x,y,z]=cylinder (ra,200);
plot(x(1l,:),y(1,:),"k:");

axis equal
pS=plot(v_gi2(k,:),v_si2(k,:),color);

errorbarxy(v_gi2(k,:),v_si2(k,:),v_sgi2(k,:),v_ssi2(k,:), {color,color?2

,color2})
xlabel ('G")
ylabel ('S")
title('segundo armonico')
end

Ejemplo de resultados para comportamiento termotropico de LAURDAN
en membranas de surfactante pulmonar, graficos del espectro medio para cada
situacion, vector gp, cm, gil vs sil (SP primer armoénico), gi2 vs si2 (SP
segundo arménico), todos los vectores son graficados con sus respectivos
errores estandar medio. La rutina permite hacer analisis de espectros de

excitacion y emision.
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