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Efecto de la Dibucaina sobre la SERCA del
Miusculo Pterigoideo Interno

Drug Action of Dibucaine on the SERCA from Medial
Pterygoid Muscle

Recibido 17,/04,/2023 RESUMEN

Aceptado 12,/06,/2023 Objetivo: Determinar el efecto del anestésico local di-
bucaina sobre las principales isoformas de la SERCA
(calcio ATPasa de reticulo sarco-endoplasmico) pre-
sentes en musculo pterigoideo interno. Métodos: Se
aislaron por centrifugacion diferencial membranas
de reticulo sarcoplasmico de pterigoideo interno de
conejo neozelandés macho (n=5). Se separaron las
isoformas SERCAla, 2a y 2b por cromatografia de
afinidad. Se determind in vitro la actividad enzima-
tica en presencia de diferentes concentraciones de
dibucaina (0-90 mM) por el método de Fiske y Subba-
row, realizando 5 experimentos por duplicado y en
paralelo para cada isoforma. Se calculd la media y
ES de la CI,, (mM) del anestésico para cada isofor-
ma y éstas se compararon por ANOVA de una via
(p<0,05), y prueba Student-Newman-Keuls de com-

Toma A, Medina MM, Corti S, paraciones muI.t|pI,e§. Resultad9§: Dibucaina inhibio
i ) la actividad enzimatica en funcién de su concentra-
Sanchez GA, Di Croce DE cién en las tres isoformas en estudio. Las CI, fueron:

SERCAla 20,02 + 0,64 mM, SERCA2a 15,03 + 0,52
mM y SERCA2b 16,00 + 0,51 mM y resultaron signi-
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sultd significativamente mayor sobre las isoformas
2a y 2b, cuya presencia es sustancialmente mayor
en musculos masticadores. Conclusién: La dibucaina
inhibe a la SERCA de pterigoideo interno a concen-
traciones menores que las usadas en clinica médica
(29 mM). Es un anestésico local con potencial efecto
miotdxico derivado de la inhibicion de la SERCA.

Palabras clave: anestésicos locales, dibucaina, SER-
CA, musculos masticadores, musculo pterigoideo in-
terno.

ABSTRACT

Aim: To test the effect of the local anesthetic dibu-
caine on the main isoforms of the SERCA (sarco-
endosplasmic reticulum calcium-ATPase) in medial
pterygoid muscle. Methods: Sarcoplasmic reticulum
membranes from male New Zealand rabbits (n=5)
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were isolated from medial pterygoid muscle by ul-
tracentrifugation. The isoforms SERCAla, 2a and 2b
were separated using high affinity chromatography.
In vitro enzymatic activity determinations were per-
formed in the presence of different dibucaine con-
centrations (0-90 mM) using the colorimetric method
described by Fiske & Subbarow. Five assays in dupli-
cate and run in parallel were performed for each of
the isoforms. Mean and SEM of the IC_, (mM) for the
effect of the anesthetic on each isoform were calcu-
lated and compared by one-way ANOVA (p<0.05), and
Student-Newman-Keuls multiple comparisons test.
Results: Dibucaine inhibited the enzymatic activity
in a concentration-dependent manner for the three
studied isoforms. The IC,, values were: SERCAla
20.02 +0.64 mM, SERCA2a15.03 +0.52 mM and SER-
CA2b 16.00 + 0.51 mM. The values were significantly
different (F2.27 = 11.08, p<0.001). The post hoc test
revealed significant differences between SERCAla
and 2a, la and 2b. The inhibitory effect was signifi-
cantly higher on 2a and 2b isoforms, whose presence
is substantially higher in masticatory muscles. Con-
clusion: Dibucaine inhibits SERCA in medial pterygoid
muscle at concentrations lower than those used in
clinical medicine (29 mM). It is a potentially myotoxic
local anesthetic whose toxic effect may derive from
SERCA inhibition.

Keywords: Local anesthetics, dibucaine, SERCA,
masticatory muscles, medial pterygoid muscle.

INTRODUCCION

Los anestésicos locales bloquean en forma reversi-
ble la conduccidn del impulso nervioso. Su sitio de
accion primaria es la membrana celular, y su efecto
anestésico se debe principalmente a la interaccion
directa con los canales de Na* voltaje dependientes.
Sin embargo, los anestésicos locales también pueden
interactuar con la fraccion lipidica de la membrana y
con otras proteinas de membrana alterando sus fun-
ciones (Kaye et al., 2022).

La dibucaina es un anestésico local de tipo amida que
posee accién prolongada y se encuentra entre los
anestésicos mas potentesy toxicos (Toth et al., 1995;
Yamamura et al., 1998). Su utilizacion forma parte de
preparaciones topicas utilizadas en odontologia, der-
matologia, y anestesia infiltrativa articular. Adicio-
nalmente, en odontopediatria la dibucaina puede ser
administrada en forma tdpica para reducir el dolor
durante la anestesia infiltrativa, asi como también en
pacientes tratados con quimioterapia y/o radiotera-
pia que poseen ulceras en tejidos blandos (Deepika et
al., 2012; Patel et al., 2021).

La calcio ATPasa (Ca-ATPasa) se encuentra en el re-
ticulo sarcoplasmico de los miocitos, la cual bombea
Ca?* desde el citosol de la célula al lumen del reticu-
lo sarcoplasmico a expensas de la energia de la hi-
drdlisis del ATP, promoviendo la relajaciéon muscular
(Lyttonetal., 1992; Toyoshimay Inesi, 2004). Pertene-
ce a una familia de enzimas conocidas como SERCA o
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Ca-ATPasa de reticulo sarcoenplasmico que codifica
para 3 genes SERCA 1, 2,y 3, con especificidad tisular
y de desarrollo, contribuyendo a las funciones fisiold-
gicas Unicas del tejido en donde se expresan (Lytton
et al., 1992). Se ha estudiado el efecto de anestésicos
locales amida tales como carticaina, lidocaina, pro-
caina y bupivacaina (de la Cal et al., 2017; Di Croce et
al., 2014; Takara et al., 2000) y ésteres como la ben-
zocaina, tetracaina y procaina (Di Croce et al., 2015;
Sanchez et al., 2013) sobre la SERCA tanto en mus-
culo blanco rapido como en musculos masticadores.
Ademas, las isoformas de SERCA presentes en mus-
culos masticadores y musculo blanco répido fueron
identificadas por Sanchez et al., (2014), quienes utili-
zaron ELISA para cuantificar las diferentes propor-
ciones de SERCA presentes en las preparaciones de
membranas de reticulo sarcoplasmico aisladas del
musculo. La SERCA 1 fue predominante (90,5%) en
el musculo blanco rapido, mientras que una mezcla
de isoformas de SERCA se encontré en los musculos
masticatorios, reportandose un efecto diferencial
del anestésico local carticaina sobre las distintas
isoformas del musculo pterigoideo interno (de la Cal
et al., 2017). Sin embargo, el efecto de la dibucaina
sobre las distintas isoformas no ha sido estudiado.

La presuncion de un vinculo entre la disfuncion de
la Ca-ATPasa relacionada con el anestésico dibucai-
na, motivo este estudio. Los experimentos llevados a
cabo en este trabajo apuntaron a investigar el efec-
to de la dibucaina sobre las diferentes isoformas de
SERCA del musculo pterigoideo interno. La hipotesis
del trabajo establece que el aumento de la concen-
tracion de Ca?* mioplasmico, como consecuencia de
la inhibicién de la dibucaina sobre la SERCA podria
generar contraccidén muscular sostenida o rigidez.

MATERIALES Y METODOS

Se aislaron musculos pterigoideos internos prove-
nientes de 5 conejos neozelandeses macho (2 kg de
peso y 6 meses de edad). Paralelamente, se aislaron
membranas de reticulo sarcoplasmico (RS) por cen-
trifugacion diferencial (Champeil et al., 1985). Este
procedimiento permite obtener membranas de RS
nativas en un modelo de vesiculas selladas con capa-
cidad para acumular calcio y actividad Ca-ATPasica
por parte de la SERCA.

El protocolo para el cuidado y manejo de los animales
de experimentacion fue aprobado por la Comisiéon de
Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Buenos Aires.

En este trabajo se utilizaron reactivos de calidad
analitica. La seroalbimina bovina, los buffers MOPS
y TRIS, el ATP disddico y la calcimicina se adquirieron
de Sigma (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos IgG
anti-SERCA1/2/3 se adquirieron de Santa Cruz Bio-
technology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). La dibucaina
se adquirié del Laboratorio Richmond.

Los fragmentos de membranas de RS purificadas
y ricas en las diferentes isoformas de SERCA fue-
ron separadas utilizando cromatografia de afinidad



(Dormer et al.,, 1993). La identificacion de las iso-
formas de SERCA se realizé por el método de ELISA
(Leberer y Pette, 1986), empleando IgG anti-SER-
CAl/2/3. Cada SERCA purificada se verifico me-
diante electroforesis en gel de poliacrilamida de
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970),
con pesos moleculares de 110 KDa, 100 KDay 97 KDa
para SERCA 1, 2,y 3 respectivamente, y por el inmu-
noensayo ELISA utilizando anticuerpos anti-SERCA
1, 2 y 3. La concentracion proteica fue determinada
por el método colorimétrico descrito por Lowry et al.,
(1951).

Para la determinacion de la actividad enzimatica de
la Ca-ATPasa, incubamos las vesiculas de reticulo
sarcoplasmico (1 mg/ml) durante 2 minutos a 37°C
en medios conteniendo buffer MOPS-TRIS 50 mM (pH
7,2), ATP 3 mM, KCI 100 mM, MgCl, 3 mM, CaCl, 0,1
mM, EGTA 0,1 mM, 10 mM calcimicina (ionéforo de
calcio A 23187) y dibucaina en un rango de concen-
traciones entre 0 y 90 mM. La reaccidn se inicié por
adicidn de las membranas de reticulo sarcoplasmico
y se detuvo por adicién de acido tricloroacético 5 %
(concentraciéon final). Posteriormente, centrifuga-
mos los medios y determinamos la concentracién de
fosfato inorganico (P) en los sobrenadantes usando
el método de Fiske y Subbarow., (1925). Dicha con-
centracion de P, se tomé como indice de la actividad
enzimatica. Paralelamente, se ensayaron blancos sin
membranas de reticulo sarcoplasmico y se restaron
a los datos experimentales. Los resultados obtenidos
con dibucaina representan 5 experimentos indepen-
dientes llevados a cabo por duplicado y en paralelo
para cada una de las isoformas.

El analisis de los datos incluyo el calculo de la media
aritmética y del error estandar correspondientes a
la CI,, del anestésico para cada isoforma. Las dife-
rencias entre medias se analizaron mediante ANOVA
de unavia, y prueba Student-Newman-Keuls de com-
paraciones multiples. El nivel de significacion em-
pleado fue p < 0,05.

RESULTADOS

La actividad enzimatica maxima de SERCA bajo las
condiciones experimentales planteadas y en ausen-
cia de dibucaina fue 250 umol P, . mg proteina™ . h*
paratodas lasisoformas. La dibucaina inhibio la acti-
vidad enzimatica de modo concentracion dependien-
te. La figura 1 muestra la actividad enzimatica de
SERCAla, 2a y 2b vs. incrementos en la concentra-
cion de dibucaina, y revela un perfil dosis respuesta
de tipo sigmoideo con pendiente negativa. A partir del
ajuste de los datos experimentales en presencia de
diferentes concentraciones de anestésico local se
obtuvieron las CI,, para cada isoforma, siendo para
SERCAla 20,02 + 0,64 mM, SERCA2a 15,03 + 0,562
mM y SERCA2b 16,00 + 0,51 mM. La actividad de
SERCA se encuentra completamente inhibida a con-
centraciones cercanas a 90 mM.

La figura 2 muestra el promedio de la CI,; de dibu-
caina para la inhibicion de la actividad enzimatica en
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FIGURA 1. Efecto inhibitorio de dibucaina sobre la actividad de
SERCA. Se incubaron membranas de RS (0,1 mg/mL) a un medio
estandar con concentraciones variables de dibucaina. La actividad
ATPasica fue cuantificada por espectrofotometria. Los resultados
se expresaron como promedio + error estandar. Los datos
experimentales se ajustaron a una funcion sigmoidea simple para
SERCAla, SERCA2ay SERCA 2b. (n=5).
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FIGURA 2. Inhibicién diferencial de dibucaina sobre la actividad
de SERCA. La concentracion inhibitoria media (IC50) fue obtenida
en presencia de dibucaina para las isoformas de SERCA de
preparaciones membranas de RS aisladas de musculo pterigoideo
interno. Las barras de error representan ES. Diferencia
significativa ***P<,0001.

cada isoforma de SERCA. Se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas entre las me-
dias de CI,, (F 2,27 = 11,08; P<0,001). Los valores
de CI_, presentaron el siguiente orden decreciente:
SERCAla > SERCA2b > SERCA 2a. La prueba post
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hoc identificé valores significativamente menores de
CI,, para SERCA2a y SERCA2b comparado con SER-
CAla. Estos hallazgos indican que la dibucaina posee
diferente potencia para cada isoforma de SERCA. La
isoforma mas sensible a dibucaina fue la SERCA2ay
SERCAZ2b cuya presencia es sustancialmente mayor
en musculos masticadores, mientras que la menos
sensible al anestésico local fue la isoforma SERCA1la.

DISCUSION

La inhibicién de la SERCA proveniente de musculo
pterigoideo interno por anestésicos locales ha sido
estudiada por el grupo de trabajo (de la Cal et al.,
2017; Sanchez et al., 2012, 2013), pero este trabajo
es el primero en relacionar los efectos de la dibucai-
na sobre las isoformas de SERCA. Es de destacar que
el analisis electroforético (datos no mostrados) mos-
tré un una elevada concentracion de SERCA (> 90 %)
entre 100-110 KDa, que es similar a lo reportado por
de la Cal et al. (2017).

En base a los resultados obtenidos en este estudio
podemos destacar diversos hallazgos: (1) Las isofor-
mas de SERCA presentes en el musculo pterigoideo
interno poseen distinta afinidad para la dibucaina; (2)
la dibucaina inhibe a la SERCA de pterigoideo interno
a concentraciones menores que las usadas en clinica
médica (29 mM), con lo cual es un anestésico local
con potencial efecto miotoxico derivado de la inhibi-
cion de la SERCA.

El grupo de trabajo ha estudiado el efecto de los
anestésicos locales de uso odontoldgico de tipo ami-
da y éster sobre musculo blanco rapido y musculos
masticadores elevadores y depresores (Di Croce
et al., 2014, 2015; Sanchez et al.,, 2010, 2012, 2013;
Takara et al., 2000, 2005). Los valores de IC_, para
lidocaina, bupivacaina, tetracaina, procaina, benzo-
caina y carticaina son menores para SERCA aislada
de musculos masticadores comparados a la SERCA
aislada a partir de musculo blanco rapido, indicando
que los anestésicos locales tienen mas potencia so-
bre los musculos masticadores.

La hipdtesis, en articulos previos publicados por el
grupo de trabajo (Sanchez et al.,, 2004, 2010) plan-
teaba que los musculos masticadores presentaban
una isoforma de SERCA diferente a la encontrada en
el musculo blanco rapido. Luego se determind que
la expresion de SERCA en musculos masticadores
correspondia a una combinacion de isoformas de
SERCA (Sanchez et al., 2014), con lo cual la hipotesis
planteada previamente fue descartada y reformula-
da, atribuyendo la diferencia encontrada en las CI,
para cada tipo muscular a la expresion combinada
de las distintas isoformas de SERCA en los musculos
masticadores.

Las diferencias en las afinidades de dibucaina a las
isoformas de SERCA deben ser tenidas en cuenta.
A pesar que las isoformas de SERCA poseen una
estructura similar, sus secuencias aminoacidi-
cas podrian presentar algunas diferencias, con lo
cual la posicidn de los aminoacidos en las distintas
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isoformas de SERCA generaria sitios con mayor o
menor afinidad para los anestésicos locales, pero
esto debe ser estudiado.

CONCLUSIONES

Se concluye que la inhibicion diferencial de dibucai-
na sobre las isoformas de SERCA del musculo pteri-
goideo interno se puede observar a concentraciones
menores que las utilizadas clinicamente y podria ex-
plicar la miotoxicidad del anestésico local, ya que la
relajacion de la fibra muscular masticatoria se veria
alterada como resultado de la inhibicidn de la activi-
dad enzimatica. Este trabajo brinda nuevos antece-
dentes basicos y clinicos de dibucaina en el area de
la farmacologia, con un enfoque no estudiado previa-
mente, alentando el estudio de los sitios de union de
dibucaina a las distintas isoformas de SERCA, rela-
cionando las alteraciones estructurales con las fun-
cionales.
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