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Resumen

Los sistemas biomiméticos mas utilizados en los estudios de
membranas bioldgicas son las vesiculas lipidicas, en las cuales
los lipidos se organizan en una bicapa encerrando un volu-
men acuoso, y las monocapas de lipidos extendidas sobre la
superficie aire/agua. En ambos sistemas, la hidratacion de los
lipidos determina propiedades termodinamicas y estructurales
fundamentales para entender la respuesta al medio ambiente
(estrés hidrico, antioxidantes, enzimas, péptidos). Entre ellas se
mencionan la distribucion del agua en los grupos PO, COy CH,,
las propiedades mecanicas en procesos de expansion-contrac-
cion, los potenciales superficiales y la insercion de iones, péptidos
y enzimas en la membrana.

1 Centro de Investigaciones en Biofisica Aplicada y Alimentos
(CIBAAL), UNSE — CONICET.
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En este capitulo se presentan resultados relevantes a nivel
MIiCroscopico, MesoscoOpiCo y macroscopico mediante es-
pectroscopia infrarroja, espectrofluorometria, compresibilidad
y adsorbabilidad en monocapas y bicapas.

Basado en estos estudios, se postula un modelo de mem-
brana lipidica superador que incorpora las propiedades del
agua al comportamiento de la membrana. El contacto lipido/
agua genera una solucion acuosa bidimensional en la cual las
cabezas polares de los fosfolipidos se encuentran sumergidos
en agua con sus capas de hidratacion. El analisis de las pro-
piedades de membrana, segun este modelo, esta basado en
la termodinamica de procesos irreversibles y considera a la
interfase como un sistema abierto con respecto al agua. Se
describen brevemente las estrategias experimentales que se
desarrollaron en los ultimos afios para poner en valor el rol
de la hidratacion de los lipidos en su funcionalidad y en las
respuestas de las membranas a las condiciones del medio que
puedan alterarla. Estos estudios en sistemas biomimeéticos son
la base de proyeccion para comprender la respuesta de siste-
mas de interés biotecnologico y alimentario como células ve-
getales y bacterias, en donde la actividad del agua es esencial
para su estabilidad y conservacion.

Palabras claves: membranas lipidicas- sistemas biomiméticos-
hidratacion- espectroscopia infrarroja- espectrofluorescencia-
presion superficial-potencial dipolar-potencial zeta.

Abstract

Biomimetic systems composed by lipids are frequently used to
study the basic features of biological membranes. The experi-
mental models consist of vesicles enclosed in lipid bilayers and of
monolayers spread of an air water surface.
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In both systems, the hydration of the lipids is determinant
for the thermodynamic stability andstructural dynamics and are
a clue to understand the response of membrane to environment and
biologically relevant bioeffectors (hydric and oxidative stress,
hydrolytic enzymes, peptides antioxidants).

Water is distributed around the membrane’s groups such
as PO, CO y CHz, and its exchange determines the mechanical
properties in osmotic expansion and contraction, surface poten-
tials,adinsertion and adsorption of ions, peptides and enzymes.

In this chapter, recent results obtained at microscopic, me-
soscopic and macroscopic level using infrared spectrometry
(FTIR/ATR), spectrofluorometric, monolayer compressibility and
surface tension in monolayers and bilayers.

On the base of these studies, a new model of lipid membra-
ne is proposed that overcomes the classical ones in which wa-
ter presence is ignored. In the new proposal, the lipid water inte-
raction is included considering the membrane as composed as
a bidimensional solution of hydrated polar groups that extends
between the hydrocarbon region and the water solution.

This model can be sustained in terms of the application of
the formalism of Thermodynamics of Irreversible Processes, in
which the membrane is considered as an open system in res-
pect to water exchange.

Briefly, the strategies employed to make relevant the role
of hydration and its consequence on temembrane response.
These studies in biomimetic systems are the basis to project and
apply rev concepts in the development of systems of biotechno-
logical interest both for therapeuticaladagrochemical purposes.

Key words: lipid membranes; biomimetic systems; hydration;
infrared spectroscopy; spectrofluorometric; surface pressure;
dipole potential; zeta potential.
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Introduccion
Dr. Disalvo, E.A (Dir.); Dra. Frias, M.A.

Los sistemas biomiméticos son aquellos que tratan de re-
producir, al menos en parte, las propiedades de sistemas
biologicos enteros. En particular, el estudio de la estructura
y funcién de membranas celulares ha avanzado considera-
blemente cuando se implementaron sistemas experimentales
modelo que mimetizan a la membrana lipidica. Las ventajas de
estos sistemas es que permiten trabajar a composicion y con-
diciones controladas, lo que favorece la comprension del rol
de cada componente en la membrana y su contribucion a las
propiedades funcionales como, por ejemplo, permeabilidad,
potenciales eléctricos, propiedades mecanicas, etc.

Los sistemas biomiméticos mas utilizados en los estudios de
membranas bioldgicas son las vesiculas lipidicas, en las cuales
los lipidos se organizan en una bicapa cerrada que encierran un
volumen acuoso, y las monocapas de lipidos extendidas sobre
la superficie aire/agua. Si bien tanto en monocapas como en
bicapas se puede trabajar a composicion de lipidos controla-
das en mezclas de diferentes componentes, en las monocapas
el area por lipido se determina en forma directa, mientras que
en bicapas es necesario realizar algunas consideraciones sobre
la ubicacion del agua a partir de datos de espesor de bicapa
obtenidos por medio de rayos x de pequefos angulos. Por otro
lado, las bicapas son excelentes para determinar las propie-
dades de permeabilidad y los efectos de la osmolaridad aun
cuando la presion superficial de los lipidos no esté controlada.

Por estas razones, ambos sistemas se complementan ya
que los estudios con cada uno de ellos aportan informacion
del efecto de diferentes variables. Sin embargo, existe aun hoy
una polémica entre la validez y correspondencia de las propie-
dades entre bicapas y monocapas.
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A pesar de la gran ventaja de estos sistemas para describir
las propiedades de las membranas en relacion con el com-
portamiento de componentes individuales y su combinacion,
todavia son muy limitados para predecir y reproducir los fe-
noémenos de la membrana celular. Esto se debe al hecho de
que la fase de membrana se toma como un sistema aislado
sin intercambio de materia y energia con los alrededores. Esta
omision ha derivado en la inexistencia de un criterio unificador
que permita comprender y evaluar las respuestas de ambos
sistemas desde el punto de vista termodinamico. Si bien la in-
formacion experimental y de dinamica molecular ha permitido
establecer con cierto grado de certeza que la region de con-
tacto entre los lipidos y la fase acuosa son equivalentes, no
existe un formalismo comun tanto estructural como termodi-
namico que las unifique.

Cuando una solucioén cloroféormica de lipidos se esparce
sobre una superficie de agua y aire, se forma una monocapa
(Marsh, 1996; Dynarowicz-tatka et al., 2001). En la interpre-
tacion fenomenologica de las monocapas ha prevalecido el
enfoque por el cual los lipidos sobre la superficie del agua se
comportan como un gas bidimensional y que, por lo tanto, las
isotermas de presion superficial/area por molécula son anélo-
gas a las curvas presion/volumen descriptas por la ecuacion de
van der Waals. Sin embargo, este enfoque no considera la inte-
raccion del agua con los lipidos y, por lo tanto, no reproducen
los datos experimentales.

Por otro lado, cuando los lipidos secos se suspenden en
agua, se organizan espontaneamente en bicapas, formando
liposomas multilaminales.

La hidratacion de las membranas lipidicas ha sido objeto
de discusion y analisis, ya que su comportamiento determi-
na las propiedades criticas de las funciones bioldgicas (Sparr
y Wennerstrom, 2001; Damodaran, 1998; Damodaran y Merz,
1994; Luckey, 2014) que adquiere relevancia cuando las célu-
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las sufren estrés hidrico, térmico o salino. Varios estudios han
prestado atencion a la contribucion del agua para determinar
el espesory el area de las membranas lipidicas (Parsegian et al.,
2000; Tristram-Nagle y Nagle, 2004), estructura y estabilidad
de la membrana (Roy et al,, 2016), y su influencia en las pro-
piedades de permeabilidad (Disalvo y De Gier, 1983; Del Reg-
no y Notman, 2018). Sin embargo, a pesar de la gran cantidad
de informacion obtenida mediante diferentes técnicas (RMN,
difraccion de rayos X y espectroscopia FTIR) que demuestran
claramente que el agua es un factor principal en la estructura
de la membrana (Disalvo, 2015; Jendrasiak, 1996; Jendrasiak
y Smith, 2001; Binder, 2007; Fitter et al., 1999; Milhaud, 2004;
Disalvo y Frias, 2013), los modelos de membrana vigentes no
tienen en cuenta el agua como un componente estructural y
activo en términos de respuesta termodinamica.

En este trabajo se postula un modelo superador que incor-
pora las propiedades del agua al comportamiento de la mem-
brana. Este modelo considera que el contacto lipido/agua ge-
nera una solucion acuosa bidimensional en la cual las cabezas
polares de los fosfolipidos se encuentran sumergidos en agua
con sus capas de hidratacion. Dicha solucion bidimensional
constituye una interfase (es decir, una fase compuesta por ca-
bezas polares hidratadas) entre la zona hidrocarbonada y la
fase acuosa (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de membrana que considera una solucion
bidimensional de grupos polares hidratados entre la zona
hidrocarbonada y el agua bulk. La zona azul corresponde a
agua débilmente ligada y los circulos al agua de hidratacion
de grupos polares.

El analisis de las propiedades de membrana, segun este mode-
lo, esta basado en la termodinamica de procesos irreversibles y
considera a la interfase como un sistema abierto con respecto
al agua. Si se tienen en cuenta las condiciones de actividad de
agua y temperatura para una dada composicion, el formalismo
derivado ha permitido establecer la equivalencia entre mono-
capas y bicapas.

Asimismo, permite distinguir en principio dos tipos de agua
en la membrana: una ligada a los grupos polares (hidratacion
primaria) y otra en capas secundarias que se extiende hacia
la zona no polar denominada agua confinada. La conversion
entre ellas permite entender muchos procesos complejos
como insercion de aminoacidos, peptidos y antioxidantes y la
actividad enzimatica superficial. Este modelo contrasta con la
definicion de interfaz que refiere a un plano imaginario que
pasa por la zona de los grupos carbonilos en la region de los



Disalvo; Frias; Rosa; Pérez; Cejas; Soria; Mohtar 257

glicerofosfatos (ver Figura 1).

Como puede observarse, el modelo de la solucion bidimen-
sional pone en relevancia las propiedades de la zona polar de
la membrana dandole un rol tan importante como la zona de
las cadenas hidrocarbonadas. Trabajos recientes del laborato-
rio han logrado establecer una correlacion entre las dos zonas
en la cual los grupos carbonilos juegan un rol determinante.

Con esta base, este capitulo trata brevemente sobre las es-
trategias experimentales que se desarrollaron en los ultimos
afnos para poner en valor el rol de la hidratacion de los lipidos
en su funcionalidad y en las respuestas de las membranas a las
condiciones del medio que puedan alterarla. Estos estudios en
sistemas biomiméticos son la base de proyeccion para com-
prender la respuesta de sistemas de interés biotecnologico y
alimentario como células vegetales y bacterias, en donde la ac-
tividad del agua es esencial para su estabilidad y conservacion.

Las metodologias experimentales empleadas en estos estu-
dios y sus aportes estan presentados en las siguientes sesiones:

1.- Estudio de la hidratacion de membranas lipidicas por
medio de espectroscopia infrarroja.

2.- Determinacion de diferentes tipos de agua por espec-
troscopia de fluorescencia. Influencia del colesterol.

3.- Influencia de factores fisicos y quimicos sobre la hidra-
tacion de membranas. Estudios en monocapas lipidicas.

4.- Consecuencia de los estados de hidratacion sobre las
propiedades superficiales de membranas.

5.- Conclusién y perspectivas.
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1.- Estudio de la hidratacion de membranas lipidicas por me-
dio de espectroscopia infrarroja

Lic. Rosa, Antonio Sebastidan

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
es una técnica potente y no perturbadora que se ha utiliza-
do con buenos resultados para la deteccion y caracterizacion
de transiciones de fase en membranas lipidicas modelo y na-
turales. Esta técnica permite obtener informacion detallada
sobre la estructura y organizacion de las membranas y otros
conjuntos de lipidos en condiciones bioldgicamente relevant-
es (Lewis y McElhaney, 2007).

Las ventajas que aporta son su independencia con res-
pecto al tamafo de las moléculas a estudiar, su estado fisico
o la naturaleza del entorno de la muestra, asi como la de-
teccion de estructuras de vida media muy baja, del orden
de femtosegundos.

La espectroscopia FTIR se basa en los cambios en la energia
vibracional de los enlaces al absorber la radiacion infrarroja. Si
las frecuencias de la radiacion incidente y de la vibracion de
sus enlaces coinciden, la molécula absorbe energia. Se puede
decir, por lo tanto, que los enlaces actuan de “cromodforos”,
por lo que este tipo de espectroscopia no necesita de son-
das afladidas a la estructura en estudio. Tanto la frecuencia
de la vibracion como la probabilidad de que se produzca la
absorcion de energia dependen de la fuerza y de la polari-
dad de los enlaces, por eso la influencia de elementos intra
e intermoleculares es importante, permitiendo asi el estudio
de interacciones y cambios inducidos por el entorno (Van De
Weert et al., 2001).

El grafico que representa la intensidad de radiacion infrarro-
ja absorbida (transmitancia o absorbancia) en funcion del nu-
mero de onda es lo que se conoce como espectro infrarrojo
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(Figura 2A).

Todas las biomoléculas poseen niveles energéticos de vi-
bracion en el intervalo del infrarrojo medio comprendido en-
tre 3000-600 cmy presentan multiples grados de libertad
vibracional (Barth y Zscherp, 2002), lo que genera espectros
de absorcion complejos con solapamientos entre bandas. En
el caso particular de los lipidos y de estructura de membranas
lipidicas, el espectro de infrarrojo se compone de todas las
posibles vibraciones de sus grupos quimicos, que se solapan
dando bandas complejas formadas por varios componentes
(Figura 2A).

espectroscopia por reflexion total atenuada

La espectroscopia por reflexidon total atenuada (Attenuated
Total Reflection: FTIR-ATR) es una técnica de muestreo utiliza-
da en el campo de infrarrojo, la cual se produce cuando una
radiacion infrarroja incide en un cristal transmisor y de alto
indice de refraccion. El cristal esta diseflado para permitir una
reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la
superficie del cristal (Figura 2B).
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Figura 2. A) Espectro de lipido puro:
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (16:0 PC-DPPC) a
259C. Cada zona marcada con colores corresponde a cadenas
hidrocarbonadas en amarillo, fosfatos en verde, carbonilos en rojoy
banda de agua en cyan con su correspondiente banda de vibracion
en el espectro. B) 0 es el angulo del haz incidente; dppenetracio’n

Esta onda se extiende a la muestra que se mantiene en intimo
contacto con el cristal y se registra el espectro infrarrojo. Las
absorbancias, aunque dependen del angulo de incidencia, son
independientes del espesor de la muestra, debido a que la ra-
diacion solo penetra unos pocos micrometros.

FTIR-ATR es una técnica particularmente util para examinar
las interacciones péptido- membrana, la dinamica de lipidos
y conformacioén de proteinas de membrana (Menestrina et al,,
1999; Van De Weert et al., 2001), la formacion de fibras de in-
sulina (Sharp et al., 2002), la asociacion de proteinas con bica-
pas de lipidos (Van De Weert et al., 2001), la formacion de bi-
capas lipidicas (Kasbauer et al., 1999; Kasbauer & Bayerl, 1999),
la orientacion de proteinas en las superficies solidas (Terrettaz
et al, 2002) y las interacciones lipido-polisacarido. El acceso-
rio de ATR-punta de diamante en donde se coloca la muestra
(Figura 3A) se acopla a una camara para el control de tem-
peratura y humedad relativa en el estudio de hidratacion de
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membranas. Este tipo de dispositivo permite controlar in situ la
presion de vapor de agua (humedad relativa) a la que se some-
ten las membranas en estudio. Para ello, se coloca una capsula
de tefldon rodeando a la muestra conteniendo soluciones sali-
nas saturadas de actividades de agua conocidas a temperatu-
ra controlada (Figuras 3B y C). Mediante el uso de soluciones
saturadas de diferentes sales en agua destilada se obtienen va-
lores especificos y constantes de humedad relativa dentro de
la camara de control segun se determina mediante un instru-
mento de actividad de agua (Novasina THD- 200, Pfaeffikon,
Suiza) acoplado al compartimiento de la muestra (Figura 3D).
Todo el sistema estd conectado a un bafio de termostatizacion
(+/- 0.1°C) (Gennaro et al., 2019).

Figura 3. A) Siembra de la muestra sobre el cristal de diamante. B)

Solucion saturada de sal en recipiente de tefléon. C) Insercion de la

capsula con solucion saturada en compartimiento de control de

temperatura. D) Acoplamiento con el detector de actividad de agua
“Novasina”“.

Las membranas lipidicas son una de las matrices bioldgicas
mas importantes en las que tienen lugar los procesos bioqui-
micos. La disposicion de lipidos en particular es impulsada por
diferentes arreglos de agua que interactuan con ella y esta re-
lacionada con diferentes estados de agua con diferentes nive-
les de energia en la interfase. Los perfiles de agua cambian si
los lipidos se encuentran en estado solido, en estado gel y en
estado liquido cristalino.



262 La investigacion cientifica en la universidad y sus aportes a la sociedad

De los espectros obtenidos, se puede calcular el parame-
tro del contenido de agua relativo de la muestra (I H2O/I CHz2)
durante el proceso de equilibrio hasta llegar a la humedad cor-
respondiente mediante la relacion entre la intensidad o area
de la banda de agua con la intensidad o area de alguna banda
especifica de la muestra (Figuras 4A 'y B).

Figura 4. A) Evolucion de los espectros de DPPC en funcion de
actividad de agua. B) Evolucion del contenido de agua relati-
va (I H20/1 CHz) en bicapas de DPPC a lo largo del equilibrio, en
humedades relativas controladas al 100% (triangulo azul);
75% (circulo rojo) y 11% (cuadrado negro) a 22 °C.
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El seguimiento de la banda de agua de los lipidos ubicada en el
rango espectral entre 3400 y 600 cm™ en funcion del tiempo
permite identificar los grupos caracteristicos de los lipidos que
se estén estudiando y sus posibles interacciones con el agua.
En aquellos casos en los que las bandas de absorcion parecen
ser una suma de los componentes, se utiliza una combinacion
de deconvolucion Fourier y procedimientos de ajuste de cur-
vas para obtener las estimaciones de la posicion de las bandas
de componentes para reconstruir el contorno de la envolvente
de la banda original (Rosa et al., 2019).

Los cambios en el contenido de agua y los estados de agua
distintivos se estudiaron en una matriz auto ensamblada de
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) siguiendo los
cambios en la frecuencia de vibracion asimétrica de los grupos
metilenos (-CH2) y la vibracion simétrica de los grupos fosfato
(-PO2-) a diferentes humedades relativas.

El cambio de frecuencia de los grupos metilenos (-CHz) ha-
cia valores mas bajos con la deshidratacion (Figura 5, linea roja)
esta relacionado con el acoplamiento intermolecular de ellos.
De igual manera, la frecuencia de los grupos fosfato (-PO2-)
aumenta indicando una disminucion de su esfera de hidrata-
cion (Disalvo et al., 2013; Rosa et al., 2020).
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Figura 5. Efecto del contenido de agua sobre los grupos vs POz~
(cuadrado azul) y vas CH2 (circulo rojo) de DPPC inicialmente en
fase liquido cristalina (50 °C).

Resultados publicados recientemente indican que existe cier-
to grado de cooperatividad entre los distintos sitios de hi-
dratacion durante los procesos de adsorcion, en el sentido de
gue la ocupacion de la region de los grupos fosfatos (-POz-)
y/o cadenas acilicas es diferente segun el estado de la fase, la
longitud de la cadena, la presencia de los grupos carbonilo,
tipo de cabeza polar y dobles enlaces (Rosa et al., 2019).

La espectroscopia infrarroja permite analizar temperatu-
ras de transicion termotropicas de distintos tipos de lipidos,
mezclas lipidicas y el efecto sobre ellas de varios efectores
en forma similar a los obtenidos por calorimetria diferencial de
barrido (DSC).

En la Figura 6 se muestra la variacion de la temperatura de
transicion con el porcentaje de humedad relativa sequido en
los grupos -CHa. La transicion con la temperatura se desplaza
a valores mayores con la disminucion del contenido de agua
en el rango de HR probado (30 a 100%) cuando se focaliza el
grupo metileno (-CHa).
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Figura 6. A) Evolucion de los espectros de DMPC en funcion de la
temperatura a una aw=1. B) Efecto de la temperatura en la vibracion
asimétrica de los grupos metilenos (-CH, para DMPC a diferentes
humedades relativas 100% (cuadrados negros), 75% (triangulos
azules) y 30% (diamantes verdes).

Los diferentes perfiles de absorcion de agua a diferentes HR
pueden estar relacionados con la organizacion del agua en
las regiones de la membrana lipidica compuestas por grupos
fosfato, carbonilo y metileno donde la interaccion del agua
es de diferente naturaleza y fuerza. Por lo tanto, es importante
seguir los cambios de fase en cada una de esas regiones.

En la Figura 7 se analiza el efecto de la temperatura sobre
la vibracion simétrica de los grupos fosfato (-PO2-) de bicapas
de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) con un largo de cadena de
14:0 a diferentes humedades relativas.
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre la vibracion simétrica
de los grupos fosfato (-PO2-) para DMPC a diferentes hume-
dades relativas 100% (cuadrados negros), 75% (triangulos azules)
y 30% (diamantes verdes).

Los resultados muestran que, para un 100% de HR, el vs PO2-
disminuye hasta una temperatura cercana a la de transicion
de fase de los lipidos, lo que es indicativo de un aumento de la
absorcion de agua en el grupo PO. Mas alla de ese punto, el vs
PO2- aumenta, lo que sefala que el proceso de hidratacion no
esta favorecido por la temperatura en el estado liquido crista-
lino (cuadrados negros).

Por otra parte, si se observa el comportamiento del agua pre-
sente en el sistema, resulta evidente que esta refleja en su estructura
la transicion sufrida por la matriz lipidica. En Figura 8 se observan las
componentes de la banda de agua puray en presencia de DMPC,
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Figura 8. Componentes de las bandas de agua correspondiente
al estiramiento -OH entre 3800 a 3000 cm™ para agua pura (a)
y DMPC (b) a 20 °C.

El estiramiento -OH del agua liquida es la principal region uti-
lizada para comprender su organizacion molecular (4000-
3000 cm). La fuerza del enlace de hidrogeno depende de
la naturaleza cooperativa / anti-cooperativa de los enlaces
puente hidrogeno circundantes, con los enlaces de hidroge-
no mas fuertes que dan las frecuencias vibratorias mas bajas.
Diferentes fosfolipidos asocian el agua en modos particulares
de acuerdo con sus estructuras. Por lo tanto, podemos usar el
agua como un espejo del estado de la membrana en este tipo
de sistemas biologicos.

A 20 °C, los espectros correspondientes al agua pura (Fi-
gura 8a) muestran tres especies bien definidas centradas en
3230 cm™ 3400 cm-1y 3580 + 5 cm?, relacionados con el
numero de enlaces H concertados por cada molécula de
agua. La poblacion a la frecuencia mas alta es compatible con
el mondmero de agua a lo largo de las cadenas acilicas. El
centrado que ocurre alrededor de 3400 cm! corresponderia
a moléculas de agua coordinadas con menos de cuatro en-
laces H (probablemente alrededor de los grupos de colina).
Finalmente, la poblacion con menor frecuencia puede asig-
narse a moléculas de agua fuertemente unidas. Por lo tanto,
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las especies de agua se pueden clasificar tentativamente en
moléculas de agua no unidas (nHB), moléculas de agua débil-
mente unidas (iHB) y moléculas de agua fuertemente unidas
(sHB) considerando el numero de enlaces de H que pueden
concertar con sus vecinas.

El analisis de la banda correspondiente al estiramiento vi-
bracional simétrico de los grupos metilenos (-CH,) de las ca-
denas acilicas y las bandas de agua por debajo y por encima
de la transicion de fase de los lipidos da un fuerte apoyo a la
formacion de los bolsillos de agua en la matriz lipidica (Alarcon
et al, 2016). La formacion de estas regiones determina la pre-
sencia de poblaciones de diferentes especies de agua, carac-
terizada por su grado de coordinacion de enlace hidrogeno en
lipidos en estado liquido cristalino, ya sean saturados o insatu-
rados (Disalvo et al., 2013)

La consideracion del agua como un componente estructu-
ral de las membranas biologicas, especificamente sus propie-
dades superficiales y de fase, es relevante para definir los pasos
en los procesos de hidratacion-deshidratacion. Esto implica
la interdependencia del grado de hidratacion y la dinamica de
distintos grupos quimicos de los componentes de membra-
na durante el estrés osmaotico e hidrico y la interaccion de los
efectores bioldgicos con la membrana.
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2.- Determinacion de diferentes tipos de agua por espec-
troscopia de fluorescencia. Influencia del colesterol

Dr. Pérez, Hugo A.

En 1979, Gregorio Weber sintetizd varios derivados del naf-
taleno sensibles a la polaridad, diseflados para estudiar el es-
tado fisico de los lipidos en sistemas de membranas modelo
(L A Bagatolli, 2012; Lakowicz, 2006). Entre ellos, el 6-decan-
oil-2- (N, N-dimetilamino) naftaleno (Laurdan) (Figura 9a) se
ubica en la region interfacial hidrofébica/hidrofilica cerca del
grupo carbonilo del fosfolipido, lo que la convierte en una de
las sondas de membrana mas utilizadas debido a su alta sen-
sibilidad al estado de fase de las membranas (Bagatolli, 2015;
Golfetto et al., 2013; Parasassi et al., 1993; Pérez et al., 2019;
Pérez et al.,, 2020).

La fluorescencia del Laurdan depende de la polaridad del
entorno. El cambio del dipolo del fluordforo al excitarse pro-
mueve una organizacion del solvente alrededor del mismo, en
este caso agua (Bagatolli et al., 1999). La reorientacion de los
dipolos del agua alrededor del dipolo en estado excitado de
Laurdan (Figura 9b) proporciona informacion sobre la estruc-
tura del agua. La energia requerida para esta reo-
rientacion da como resultado un desplazamiento hacia el rojo
del espectro de emision de fluorescencia.
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Figura 9. a) Estructura molecular de Laurdan. b) Representacion
del proceso de relajacion dipolar de Laurdan con las moléculas
de solvente.

Como se explico en la seccion anterior, las membranas pre-
sentan una transicion de fase gel a liquido cristalino a una
dada temperatura segun el fosfolipido que la compone. En
esta transicion se observa un desplazamiento desde
440 nm hacia el rojo del espectro de emision de la sonda cer-
ca de 480 nm (Parasassi et al., 1993; Pérez et al., 2021; Pérez
et al., 2019; Pérez et al., 2020) (Figura 10a). En base a estos
desplazamientos se define un parametro radiométrico deno-
minado Polarizacion Generalizao}% (GP), ecuacion 1.

donde 1440 e 1480 son las intensidades del maximo de emision
de Laurdan en fase gel y liquido cristalino, respectivamente.
La Figura 10b muestra el cambio de GP en funcion de la tem-
peratura para DPPC.
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Figura 10. a) Espectros de emision de Laurdan en vesiculas de DPPC en
funcion de la temperatura, desde 11 °C (linea negra) hasta 40 °C (linea
cian oscuro). b) Transicion de fase de DPPC determinado por la variacion

de GP con la temperatura.

Resultados recientes mostraron que la penetracion del agua
es responsable de la relajacion dipolar observada por Laurdan
en la fase liquida cristalina de bicapas de DPPC. El aumen-
to del porcentaje de colesterol (Col) desplaza el espectro de
emision de Laurdan hacia menores longitudes de onda, lo que
se interpretd como consecuencia de una disminucion de la
polaridad debido al aumento de la rigidez en la membrana por
Col. Sin embargo, un desplazamiento similar se observo cuan-
do disminuye el porcentaje de agua en octanol, solvente con
propiedades similares a una membrana lipidica en la cual no
hay efectos de empaquetamiento (Figura 11). De esta forma,
se concluye que los cambios de fluorescencia del Laurdan se
deben a la relajacion del entorno de agua (Pérez et al., 2019).
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Figura 11. Centro de masa de emision de Laurdan en funcion del

porcentaje de Col en vesiculas de DPPC en fase liquido cristalino

(circulos negros) y en funcion del porcentaje de agua en octanol
(circulos azules). Figura tomada de la referencia (Pérez et al., 2019).

En una membrana lipidica, el agua estd organizada en sitios de
hidratacion como los residuos del grupo fosfato (PO) y grupo
carbonilo (CO) de los fosfolipidos y entre las cadenas hidro-
carbonadas tal como se esquematiza en la Figura 1.

En particular, los grupos carbonilo estan ubicados en un
plano que corre a lo largo del grupo glicerol y parecen tener
una influencia especial en las propiedades interfaciales, ya que
su afinidad por el agua puede modificarse por la curvatura,
el estado de fase y otras caracteristicas topolodgicas (Frias y
Disalvo, 2009). Por lo tanto, su presencia puede modular la
hidratacion relativa de los grupos fosfato y de las cadenas acilicas.

Utilizando las propiedades de fluorescencia del Laurdan arriba
descriptas, se compararon los valores de GP en vesiculas forma-
das por éster lipidos (DMPC) y por éter lipidos (14:0 diéter PC).

Los resultados demostraron que los valores de GP para 14:0
diéter PC son menores que en el éster PC en todo el rango de
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temperatura (Figura 12), lo que indica que la relajacion dipolar
del entorno que rodea la sonda es mayor en el éter lipido. En otras
palabras, existen dipolos de agua anmenor energia de interaccion
entre ellos y con la membrana.
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Figura 12. Valores de GP de Laurdan en vesiculas de
éster-lipido (DMPCQC) (circulos negros) y 14:0 diéter PC
(circulos rojos) en funcion de la temperatura.

El analisis de las propiedades del agua en la interfase lipidica
puede realizarse mediante el método de deconvolucion de los
espectros de emision de Laurdan (Bacalum et al., 2013; Zorila
et al, 2016). Este consiste en desdoblar el espectro de emision
en dos componentes: una banda centrada en 445 nm y otra
banda centrada en 480 nm, denominadas poblaciones no re-
lajadas y relajadas, respectivamente. Para vesiculas de DMPC
en fase gel, las poblaciones no relajadas presentan mayor con-
tribucion en la emision del Laurdan que las poblaciones relaja-
das. Contrariamente, en fase liquido cristalino, las poblaciones
relajadas tienen mayor contribucion en comparacion a las po-
blaciones no relajadas. Para vesiculas formadas por éter PC, las
contribuciones de las poblaciones relajadas son mayores a las
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de su analogo éster PC independientemente del estado de fase
en el que se encuentren (Figura 13).

Figura 13. Deconvolucion del espectro de emision de Laurdan en
vesiculas en fase gel. a) DMPC y b) 14:0 diéter PC.

Los resultados se pueden interpretar postulando que las mo-
léculas de agua en vesiculas de DMPC podrian unirse a los
grupos PO y CO formando un puente de agua (Ohto et al.,
2015; Pérez et al., 2020). Dicho puente estaria restringiendo la
movilidad de las moléculas de agua en la interfase lipidica. En
ausencia de CO, las moléculas de agua tienen menos restric-
ciones para rotar ya que estarian unidas solo al grupo fosfato,
con el consiguiente aumento de la poblacion relajable (Pérez
et al., 2020)(Figura 14).
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Figura 14. Formacion de un puente de agua intramolecular entre
los grupos PO y CO en DMPC. En 14:0 diéter PC, la molécula de
agua unida al PO puede rotar alrededor del enlace H reorientando
al dipolo de agua con respecto al plano de la membrana. Figura
tomada de la referencia (Pérez et al., 2020).

La presencia de Col tanto en vesiculas de DMPC como de 14:0
diéter PC cambia la distribucion de moléculas de agua y, en
consecuencia, genera un aumento en la poblacion no rela-
jable. Estas moléculas de agua interaccionan de manera dif-
erente con el Col si el grupo CO esta presente en el lipido. En
DMPC el puente de agua entre el grupo PO y CO forma un
puente hidrégeno con el grupo oxidrilo (OH-) del Col (Figura
15a). En cambio, en vesiculas de 14:0 diéter PC, se forma un
puente de agua entre el grupo PO y el OH- del Col tal como se
observa en la Figura 15b (Pérez et al., 2021).
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Figura 15. Representacion de la formacion del puente hidrogeno: a)
entre el puente de agua PO y CO del DMPC y el grupo OH del Col
y b) formacion del puente de agua entre el PO del 14:0 diéter PC
y el OH- del Col.
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Influencia de factores fisicos y quimicos sobre la hidratacion
de membranas. Estudios en monocapas lipidicas

Lic. Cejas, Jimena del Pilar.

Si consideramos la zona de interfase de la Figura 1 como un
sistema abierto, el agua es un componente intercambiable
cuando una monocapa lipidica es sometida a estrés mecanico
por cambios en la presion lateral o cuando las bicapas estan
bajo estrés osmotico. Las fluctuaciones y propiedades dinami-
cas que tienen lugar en la membrana lipidica sometidas a es-
tas fuerzas afectan directamente los mecanismos de insercion
de bioefectores de diferente naturaleza (Frias y Disalvo, 2020).
En este sentido, es interesante analizar comparativamente, las
propiedades de hidratacion de las membranas compuestas
por diferentes estructuras quimicas de lipidos, a partir de las
propiedades de compresibilidad de la interfase lipidica.
Teniendo en cuenta las propiedades de hidratacion des-
criptas en los puntos anteriores es de interés analizar sus con-
secuencias sobre las propiedades mecanicas y eléctricas en
monocapas y bicapas. Un parametro importante para obtener
informacion de la monocapa es la determinacion de la presion
superficial, que se obtiene experimentalmente como:

M=vy,—vy 2

donde y0 es la tension superficial del agua pura y y correspon-
de a la tension superficial en
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presencia del lipido adsorbido.

y = (86 /34),

La tension superficial esta dada por la primera derivada de la
energia libre (G) con respecto al area superficial (A) a tempera-
tura constante, como se muestra a continuacion:

Es decir, la presion superficial es una medida del cambio
en la energia libre de las moléculas de agua superficial antes y
después de la adsorcion de lipidos. Esta reduccion neta en la
energia libre de las moléculas de agua superficial se debe a la
interaccion de las moléculas de agua con los grupos polares
de las moléculas de lipidos.

Uno de los indicadores mas importantes de las propiedades
de una monocapa se obtiene midiendo la presion superficial
(IT) en funcion del drea molecular (A) a temperatura constante,
lo que se conoce como isotermas de compresion. A través de
barreras moviles, se comprimen a una velocidad constante los
lipidos esparcidos en la interfase aire-agua (Figura 16a). De este
modo, a una dada area critica, se forma una monocapa que es
sensible a la compresion lateral, donde las moléculas quedan
empaquetadas en distintos estados de fase, dependiendo de la
presion a la que son sometidas a temperatura constante.

En la Figura 16b se muestra una isoterma de compresion de
una monocapa de Langmuir de DPPC, en el cual las coexisten-
cias de fase se ponen de manifiesto observando los cambios
en la pendiente de las isotermas de compresion.
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Figura 16. Compresion de una monocapa de lipidos extendidos
en una superficie agua-aire. a) Balanza de Langmuir con plato
de Wilhelmy para medir presion superficial en funcion del area.
b) Isoterma de compresion de una monocapa de DPPC. Se in-
cluye un esquema de la estructura de los lipidos en cada una de
las fases indicadas en la figura.

De acuerdo con la terminologia de las diferentes fases de la
monocapa, introducida por Harkins et al. (1940) y Dervichian
(1939), a medida que disminuye el area por molécula, con un
consecuente aumento de presion, la monocapa pasa a un es-
tado conocido como fase liquido expandida (LE) y posterior-
mente a mayor presion a una fase liquido condensada (LC) o
un estado solido. Idealmente, en la coexistencia de fase LE-LC
se observa una meseta. A medida que la presion va en aumen-
to, la fase liquida condensada es menos compresible. La fase
solida es muy poco compresible y, si continua aumentando la
presion, se llega al colapso de la monocapa, punto en el cual la
presion no puede seguir aumentando sin que los fosfolipidos
escapen a la fase acuosa (Corsico et al., 2013).

( )

Las propiedades de compresibilidad de las monocapas, sus co-
rrespondientes estados de fase y sus transiciones se pueden
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determinar mediante los valores y variaciones del modulo de
compresibilidad (C-1), dado por la siguiente ecuacion (Vollhar-
dty Fainerman, 2006):

Por lo tanto, las propiedades de compresibilidad de mo-
nocapas para cada lipido se pueden determinar a partir de la
derivada de las isotermas I vs A.

Cuanto mayor es el valor de C%, menor tendencia a com-
primirse (ej. fase LC), y viceversa, bajos valores de C* indican
que la monocapa es mas laxa (e]. fase LE).

En la Figura 17A se muestran las curvas C-1 vs A para las
monocapas de DMPC y 14:0 diéter PC, que difieren en su es-
tructura quimica por la presencia o ausencia de los grupos car-
bonilo (CO), respectivamente. La Figura 17B refleja el efecto
del incremento de colesterol, en la compresibilidad de las mo-
nocapas de DMPC.

Figura 17. A) Presion superficial vs modulo de compresibilidad para
DMPC (linea negra) y 14:0 diéter PC (linea roja) a 152C. Adaptada
de la referencia (Pérez et al., 2020). B) Presion superficial vs C!para
DMPC a diferentes relaciones de Colesterol a 25°C. Adaptada de la
referencia (Mocanu et al., 2010)

La ausencia de grupos carbonilo afecta significativamente el
perfil de compresibilidad (Fig. 17A). La ausencia del pico alre-
dedor de 25 mN/m para 14:0 diéter PC refleja que la compre-
sibilidad esta afectada por la organizacion del agua relacionada
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a la formacion de enlaces H con los grupos PO y CO, los que
le confieren al agua diferentes propiedades de relajacion (ver
Figura 13 de la seccidn anterior).

Como se menciono en la seccion anterior, la presencia de
colesterol afecta el contenido de agua en la membrana (Pé-
rez et al., 2020; Pérez et al., 2021). En la Figura 17B, el incre-
mento de C-1 en presencia de colesterol en las monocapas de
DMPC evidencia el efecto de condensacion como resultado
del ordenamiento de la cadena y la estabilizacion de las es-
tructuras mixtas. Los enlaces de hidrogeno entre las moléculas
de colesterol y DMPC mediadas por agua (Pérez et al, 2021)
da como resultado una mayor densidad de empaquetamiento
(Mocanu et al., 2010).

Desde el punto de vista termodinamico, la presion superfi-
cial de la monocapa () puede expresarse como una funcién
de la actividad de agua superficial (a,) por la siguiente ecua-
cion tomando a la monocapa como un gas ideal:

[T =—-I,RT Ina,, (4)

propuesta por Defay-Prigogine (Defay y Prigogine, 1956; Da-
modaran, 1998; Disalvo et al,, 2013), donde I'w es el numero
de moles de moléculas de agua por unidad de area de la inter-
fase. La dependencia de w con aW fue modificada de acuerdo
con el formalismo de Termodinamica de Procesos Irreversibles
(TIP) teniendo en cuenta la interaccion lipido agua y agua lipi-
do (Pinto y Disalvo, 2019).

La disminucion en la actividad del agua puede ser causada
por la absorcion de bioefectores a la monocapa que desplazan
a las moléculas de agua o interaccionan con ellas (Rao y Da-
modaran, 2000). Cuando efectores bioldgicos (antioxidantes,
péptidos, etc.) se inyectan en la subfase de la monocapa e in-
teractuan con esta, se genera un aumento (perturbacion) en la
presion superficial AIl (Figura 18).
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Figura 18. Esquema de una monocapa lipidica y la variacion de
presion superficial (All) luego del agregado de un bioefector en la
subfase acuosa.

Los cambios de presion superficial en funcion de la concen-
tracion del bioefector en la subfase, en condiciones de equi-
librio, se pueden representar por una isoterma de adsorcion
tipo Langmuir:

(5)

donde 6 es el grado de cobertura, All__ es el valor de satura-
cion de la presion superficial, [E] es la concentracion del bio-
efector en la subfase, K, es la constante de disociacion y r es
el parametro de heterogeneidad que describe el ancho de la
funcion de distribucion de energia, que es 1 para un compor-
tamiento de Langmuir. Los cambios de presion superficial para
distintos agregados de bioefector (Figura 19A) pueden ser ajus-
tados segun la ecuacion 5 mediante la cual se puede cuantifi-

car la afinidad por la membrana (K, = K 1) y el valor de r.
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La region de la interfase, junto con las colas hidrofdbicas,
es una barrera cinética para la permeabilidad de los solutos
polares y la absorcion de moléculas. La cinética de interaccion
de una determinada molécula con una monocapa lipidica per-
miten dilucidar las fuerzas que priman en la interaccion.

Figura 19. A) Cambios en la presion superficial en funcion de
cantidades crecientes de acido clorogénico (CGA) en la subfase de
monocapas de DMPC (simbolos naranjas); 14:0 diéter PC (simbolos

azules), DPPC (simbolos verdes) y 16:0 diéter PC (simbolos ma-
genta). B) Cambios en la presion superficial en funcion del tiempo
expresado como tiempol/2, después de la adicion de 140 uM de
CGA a la subfase de monocapas de DMPC (linea naranja), 14:0 diéter
PC (linea azul). Graficas tomadas de Cejas et al., 2020.

Cuando los procesos de adsorcion de moléculas a una interfa-
se son controlados por la difusion, la presion superficial puede
estar relacionada con el coeficiente de difusion D, que es una
funcion del tiempo expresada por la segunda solucion de la ley
de Fick segun:

2RTC,
= ST b 12 412
M=~ Dt -

donde la concentracion bulk del soluto (C,) permanece efecti-
vamente constante durante el proceso.

Por lo tanto, se pueden caracterizar los procesos de veloci-
dad mediante el coeficiente de relajacion n segun la siguiente
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ecuacion empirica (Crank, 1979):

AH:C*tn (7)

donde C = 2RTC D"?w 2. Las constantes C y n son determi-
nadas a partir de analisis de regresion ajustando las curvas All
vs tiempo a la Ecuacion 7.

Sin = 0.5y se grafica Al vs tiempol/2, se obtiene un com-
portamiento lineal que corresponde a un proceso fickeano (li-
nea punteada en la figura 19B), es decir, el coeficiente es cons-
tante durante el proceso.

Sin embargo, las curvas experimentales para la interaccion
de CGA en monocapas de éster o éter lipidos dan valores de
n = 0.5 (lineas continuas en la Figura 19B). Este tipo de desvia-
ciones del comportamiento fickeano se consideran asociadas
a los cambios del coeficiente de difusion a lo largo del proce-
so, que pueden relacionarse con una modificacion en la matriz
lipidica durante el proceso de adsorcion. Este comportamiento
no fickeano de CGA puede adjudicarse a las interacciones es-
pecificas de CGA con los grupos CO y/o PO de la matriz lipidi-
ca de éster o éter lipidos (Cejas et al., 2020).

Para demostrar una dependencia del coeficiente n con el
estado de la membrana, se analiza el efecto de la presion su-
perficial y la relacion de colesterol.

En la Figura 20A, se observa que el patron cinético evolu-
ciona de un proceso no fickeano (n > 0.5) a un proceso fickea-
no (n = 0.5) al pasar de presiones bajas a altas. En la Figura 20B
es evidente que el aumento de colesterol modifica el compor-
tamiento a un proceso fickeano.

Teniendo en cuenta que la presion superficial sobre la mo-
nocapa fija la actividad del agua en la interfase, se puede con-
cluir que el proceso fickeano se manifiesta cuando el agua
disminuye en la membrana ya sea por aumento de la presion
superficial o por aumento del colesterol. Es decir, la relajacion
que implica un proceso no fickeano esta relacionada con la
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presencia de agua y Su reorganizacion.

a) b)

Figura 20. Efecto sobre el patron de difusion en la interaccion de una
proteina de superficie con monocapas de PC/SA a diferente:
A) Presion superficial 22 mN/m (circulos verdes) y
31.5 mN/m (cuadrados naranjas) y B) diferente rela-
cion molar de colesterol: Chol O (circulos naranjas);
2.5 Chol (cuadrados verdes); 5 Chol (tridangulos azules)
(adaptado de Disalvo et al., 2013.)
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Consecuencias de la hidratacion sobre las propiedades su-
perficiales de membranas lipidicas

Lic. Soria, Noelia A., Dra Lina Mohtar

El modelo basado en la solucion bidimensional de cabezas
polares con sus capas de hidratacion (Figura 1) implica la or-
ganizacion del agua y de los grupos polares en la denominada
interfase dando lugar a una asimetria de cargas y polarizacion
de dipolos. Esta reorganizacion produce una caida del poten-
cial eléctrico entre el plano de la interfaz agua-lipido hasta el
seno de la solucion acuosa. Los potenciales eléctricos aso-
ciados a esta interfase de las membranas son: () potencial
superficial y (D) potencial dipolar. Estos en cada lado de la
bicapa contribuyen al denominado (Ay) potencial transmem-
brana (Clarke, 2001).

Figura 21. Perfil de potenciales de una bicapa conteniendo 20 mol %
de lipidos negativos. () potencial superficial, ({{D) potencial dipolar
y (Ag) potencial transmembrana (adaptado de Clarke, 2001).

El potencial superficial tiene consecuencias muy importantes
en la estabilidad y funcion de las biomembranas. El compo-
nente de cargas netas de los fosfolipidos constituye un po-
tencial electrostatico que afecta la interaccion de proteinas, la
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conductancia de canales ionicos, la interaccion entre mem-
branas, la union de drogas y la actividad de ciertas enzimas
entre otros procesos relacionados (MclLaughlin et al., 1989).

Si la bicapa lipidica se considera como una delgada pelicula
de material no conductor, puede describirse como un simple
capacitor cuya capacitancia esta dada por la ecuacion:

C=¢ggoMd (8)

donde (d) es la distancia que separa los dos planos interfaz
agua-lipido (d = 50A) que encierra la region hidrocarbonada
cuya constante dieléctrica () igual a 2; (€o) es la permitividad
del espacio libre y A es el area.

Para biomembranas, los valores usuales de capacitancia os-
cilan alrededor de 1uF/cm?2. Este valor no se ajusta al de un ca-
pacitor puro. Esto es asi porque a la capacitancia y espesor total
contribuye también la zona definida como interfase de natura-
leza polar (Figuras 1y 21). Por lo tanto, es importante describir
la generacion de los potenciales superficial y dipolar en el con-
texto del modelo de solucion bidimensional propuesto.

Potencial Dipolar (¥ )

En general, la permeabilidad de los aniones hidrofobicos en
membranas lipidicas es de varios ordenes de magnitud ma-
yor que los cationes hidrofébicos. Esto se explica por la pre-
sencia de un potencial de carga imagen positivo en el interior
de la membrana con respecto al medio acuoso denominado
potencial dipolar (yD). Estructuralmente, este se originaria por
dipolos orientados en la interfaz membrana-agua, por las ca-
bezas polares de los fosfolipidos, por las uniones éster de los
acidos grasos con el glicerol y por las moléculas de agua uni-
das a ellos por uniones hidrogeno (Luzardo et al., 2000; Clarke,
2001; Diaz et al., 1999).

Las cabezas polares aportan contribuciones negativas y el
glicero-acil-éster, positivas. La contribucion del agua de hidra-
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tacion es positiva y es la principal responsable del signo po-
sitivo determinado experimentalmente en bicapas totalmente
hidratadas (Zheng y Van der Kooi, 1992).

El potencial dipolar se ha asociado a las fuerzas de hidra-
tacion, las cuales representan una fuerza repulsiva asociada al
volumen excluido de moléculas de agua alrededor de los lipi-
dos. A este potencial se le atribuyen las fuerzas que se oponen
al contacto entre membranas durante los procesos de adhe-
sion, adsorcion y agregacion (Diaz, 1999; Simon, 1989). Por
esta razon, el potencial dipolar es una magnitud muy impor-
tante cuando se requiere estudiar la adsorcion o penetracion
de bioefectores a una membrana.

Determinacién del Potencial Dipolar (¥ )

El potencial dipolar se puede determinar en monocapas lipidi-
cas extendidas sobre una interfase aire—solucion (Luzardo et
al., 1998). El sistema de medida consiste en un circuito de alta
impedancia eléctrica conectando un electrodo de referencia
inmerso en la subfase acuosa con un electrodo vibratorio o
ionizante segun sea el caso sobre la monocapa.

El potencial dipolar se calcula mediante la ecuacion:

WD: AV = Vl\'pido - solucion (9)
endondeV, , es el potencial obtenido para la monocapa sat-
urada con lipidos y V_ . el potencial medido en la interfaz
aire-solucion sin lipidos. En estas condiciones, una monocapa
de PC presenta un potencial dipolar del orden de los 400 mV.
En contraste, para bicapas del mismo lipido los valores obteni-
dos son del orden de los 227 mV, positivo en el interior. La
diferencia entre el potencial dipolar en bicapas o monocapas
se adjudica al uso del aire como punto de referencia para las

mediciones en monocapas (Clarke, 2001).
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Modificaciones de potencial dipolar () por grupos constitu-
tivos y agua polarizada

Las modificaciones en la hidratacion de los grupos qui-
micos que componen la zona hidrofilica de los fosfolipidos
afectan el potencial dipolar. Si se compara el potencial dipolar
de monocapas de DPPC con el de dihexadecilfosfatidilcolina
(16:0 diéter PC) que carece de grupos carbonilo, se observa
un descenso de 118 mV, desde 227 mV para la DPPC a 109 mV
para la 16:0 diéter PC. Esto pone en evidencia la contribucion
de los grupos carbonilo al y.

Asimismo, la primera capa de agua polarizada por los gru-
pos carbonilo y fosfato hace una importante contribucion al
potencial dipolar (Diaz et al., 1999; 2001). Los grupos carbonilo
y fosfato en la cabeza polar de los lipidos pueden formar en-
laces de hidrogeno a traves de sus pares de electrones libres.
El agua unida a ellos orienta sus dipolos contribuyendo asi al
potencial dipolar de la interfase. El agua polarizada puede dis-
minuir en presencia de compuestos polihidroxilados como la
trehalosa, que compite por el agua en los sitios de hidratacion
(Figura 22).

Figura 22. Efecto de la trehalosa (@) sobre el potencial dipolar de las
monocapas de DMPC esparcidas en una interfaz aire / solucion
acuosa a 20 °C. (Figura adaptada de Luzardo, 2000
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Determinacion del potencial superficial (potencial zeta)

El potencial superficial () se define como la diferencia de
potencial entre la superficie de la membrana y el seno de la
solucion, y se debe a las cargas fijas presentes en la inter-
fase membrana-agua, por ejemplo, grupos fosfato y amin-
os. Dichas cargas netas afectan la distribucion de iones en
la interfase y dan como resultado la formacion de una doble
capa eléctrica (DCE). Esta distribucién de cargas deter-
mina el potencial superficial electrostatico o de carga
(Langner y Kubica, 1999). La DCE estd compuesta por
al menos dos regiones: una llamada capa Stern o interna
de Helmholtz determinada por la adsorcion especifica de an-
iones polarizables a la superficie y otra mas externa denomi-
nada difusa cuyo espesor se define por la longitud Debye y varia
con la temperatura.

Figura 23. Doble capa eléctrica en una particula cargada
negativamente. A) determinacion de la movilidad por electroforesis.
B) Caida de potencias entre la superficie de la particula y la solucion

(Tomado de Bhattacharjee, 2016).

El potencial eléctrico disminuye con la distancia desde la super-
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ficie de la particula segun Ecuacion 10:

P= \Pd e-KX (10)

donde y = potencial de superficie a una distancia x
de la capa Stern, yd = potencial de superficie en
la capa Stern, k = parametro de Debye-Huckel, x = distancia.
Cuando el plano de deslizamiento estd muy cerca de la capa
Stern, el yd = ( (potencial zeta) y, por lo tanto, la Ecuacion (10)
queda como la Ecuacién (11):

(={de* (11)

El parametro de Debye-Huckel (k) depende de la fuerza idnica.
Por lo tanto, la adicion de electrolitos comprime la doble capa y
disminuye el potencial de carga.

Cuando se aplica un campo eléctrico continuo, la particula
suspendida se desplaza hacia el electrodo de carga opuesta en
relacion a su potencial de carga (Figura 23). La relacion entre la
velocidad de la particula al campo eléctrico aplicado se deno-
mina movilidad electroforética.

El potencial Zeta ({) se calcula a través de la ecuacion de
Smolowchuvski a partir de los datos de movilidad electroforeé-
tica () tal como se muestra en la ecuacion 12:

_IH

o (12)
g corresponde a la permitividad dieléctrica de la solucion acu-
0sa, eo la permitividad del

espacio libre y n la viscosidad de la suspension, respectiva-
mente (Morini et al., 2015).

Su uso esta restringido a suspensiones de particulas de
diametro > 1 ym en soluciones acuosas de concentracion de
electrolito relativamente alta (>10-2M).

El origen del potencial Zeta en membranas lipidicas puede
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atribuirse a la orientacion de las cabezas polares con respecto
al plano de la membrana a una dada temperatura y fuerza ioni-
ca tal como se ve en la Figura 23.

Figura 24. Cambio de direccion del grupo polar del lipi-
do dependiendo de la temperatura en condiciones de baja (1),
intermedia (2) y alta (3) fuerza idnica (Tomado de Makino et al., 1991).

Tatulian (1991) adjudica el signo del potencial zeta a la adsor-
cion especifica de aniones en la capa de Stern de DMPC segun
la secuencia ClO4 -,> |-> SCN-> Br-> NO3-,> Cl- = SO42-

(Figura 24).
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Figura 25. Depencia de la movilidad electroforética de liposo-
mas DMPC con temperaturaen soluciones 0.01 M de K2S0O4 (4),
KClL (e), KNO3 (o), KBr (=), KSCN (@), KI (x) y KCIO4 (A) a pH 7.4
(Tomado de Tatulian, 1983).

El signo del potencial de superficie en membranas lipidicas no pue-
de predecirse directamente a partir de la composicion del grupo de
cabeza, ya que varia con el estado de fase y el medio idnico tanto
en vesiculas multilaminares (MLV) como en las vesiculas unilamilares
(LUV) segun lo reportado por Morini et al. (2015).

Calculo de grado de cubrimiento y afinidad mediante
potencial zeta

El grado de cubrimiento (8) de la superficie externa de lipo-
somas en suspension se puede determinar a partir de las medi-
das del potencial zeta, de acuerdo con la ecuacion 13:

_ (Ko™
T 1+ (KO
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donde K es la constante de afinidad y n es el parametro de hete-
rogeneidad que describe el ancho de la funcion de distribucion
de energia, que es 1 para un comportamiento de Langmuir
(Lyklema, 2000).

Determinacion de la adsorcion de iones, aminodcidos y pépti-
dos a membranas lipidicas

La adsorcion de Ca2+ a membranas de diferentes composi-
ciones de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dimiristoilfosfati-
diletanolamina (DMPE) mostré cambios relativos en el valor
del potencial zeta como se observa en la Figura 26 (Raffo y
Martini, 2010).
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Figura 26. Cambios en potencial zeta de MLV de diferentes com-
posicion de lipidos, debido a la presencia de Ca?*:(s) DPPC; (A) DMPE

y (™) DPPC: DMPE (1:1). Tomado de Raffo y Martini (2010).
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El parametro K (Tabla inserta en la Figura 26) muestra diferen-
cias significativas para las diferentes composiciones de lipidos
ensayadas. Sin embargo, el pardametro n en todos los casos tuvo
un valor =1, lo que valida un comportamiento de isoterma de
Langmuir para la adsorcién de Ca?* en los lipidos ensayados.

En la Figura 27 se analiza el comportamiento del potencial
zeta en membranas lipidicas de DMPC, DMPE, monometilPE
(MmMPE) y dimetilPE (dmPE) en presencia de arginina.

Segun los valores de Ky n reportados en la tabla inserta en
la Figura, la union y la cooperatividad son diferentes en DMPE y
con diferente grado de metilacion del grupo amino, indicando
que la adsorcion en PC solo ocurre en estado fluido siguiendo
una isoterma tipo Langmuir (n = 1), es decir que la estequiome-
tria de adsorcion del soluto al sitio de unién es 1:1.

Fig. 27. Isotermas de adsorcion para MLV y LUV de lipidos
con diferente grado de metilacion.La Tabla inserta resume los
valores de potencial zeta, constante de afinidad, parametro de
heterogeneidad para la adsorcion de arginina en bicapas de lipidicas
(Tomado de Disalvo y Bouchet, 2014).

La melitina (ML) es un pequefio péptido cationico compuesto
por 26 residuos de aminoacidos; entre los residuos que la cons-
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tituyen se destacan la arginina y la lisina.

En la Figura 28 se muestra el efecto diferencial significativo de
la melitina en comparacion con Arg-7y Lys-5 sobre los valores
de Pz. En contraste con Lys-5, la melitina muestra un despla-
zamiento neto a valor positivo en concentraciones muy bajas
(Tissera et al., 2019).

Figura 28. Cambio del potencial zeta detsliposomas DMPC en fun-

ciéndela concentracion de péptidos: melitina (@), Arg-7 (A) y

Lys-5 (o). Inserto: Efecto maximo de los péptidos sobre dpo-

tencial zeta de los liposomas DMPC para el diferentes péptidos
(Tomado de Tissera et al. (2019).

Se concluye que la afinidad de union de la melitina por DMPC es
mayor que la observada para Ag7/y Lys-5.
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caracterizacion de procesos enzimaticos por medio del
potencial zeta (&)

Las reacciones de hidrolisis enzimatica se pueden estu-
diar por medio de &, por ejemplo, el efecto de la fosfolipasa
PLA, sobre membranas de fosfatidilcolina. Esta enzima hidro-
liza el enlace éster sn-2 de los fosfolipidos liberando un acido
graso libre y un lisofosfolipido, y es el ion Ca®* un cofactor
esencial para la activacion (Qingin Fei et al., 2018). El § cambia
con elagregado de este ion hacia valores mas positivos en el
tiempo, independientemente del lipido con el que se trabaje

Figura 29.

La Figura 29 muestra que & de DPPC y 16:0 diéter PC en pre-
sencia de PLA2 son diferentes, luego del agregado de Ca?*§&
de DPPC evoluciona continuamente a valores negativos a di-
ferencia del 16:0 diéter PC que tiende a un valor de potencial
cero. A los 40 min, se produce un cambio significativo en §
de DPPC hacia valores negativos. Esto puede deberse a una
relajacion lenta de la estructura de la membrana debido a la
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aparicion de productos enzimaticos como el acido palmitico.
La ausencia de grupo CO modula el equilibrio de la hidratacion
entre las cadenas de acilo y los grupos fosfato (Rosa Sebastian
et al,, 2019) y participa en la formacion de defectos segun su
exposicion al medio acuoso, determinando la polaridad de la
interfase y la adsorcion de Ca?* lo que explicaria en cambio del
perfil de & (Mohtar et al., 2020)

5.- Conclusioén y perspectivas

Los estudios sobre las propiedades del agua en membranas
lipidicas por medio de diferentes metodologias permiten con-
cluir que:

El agua esta organizada en forma diferente alrededor de
los diferentes sitios de hidratacion, grupos fosfato, carbonilo
y CH2, existiendo una correlacion entre los mismos modulada
por los grupos carbonilo.

Dicha correlacion pone de manifiesto el intercambio entre
el agua de hidratacion y el agua confinada, lo que da lugar a
fluctuaciones en la polaridad de la interfase. Las moléculas de
agua en vesiculas de DMPC podrian unirse a los grupos PO y
CO formando un puente de agua que restringe la movilidad de
las moléculas de agua. En ausencia de CO, las moléculas de
agua estarian unida solo al grupo fosfato, con lo que aumenta
asi la poblacion polarizable.

El intercambio entre los distintos tipos de agua puede ser
modificado por la presion lateral y por el contenido de coles-
terol tanto en membrana con y sin carbonilos presentes. La
ausencia de grupos carbonilo afecta significativamente el perfil
de compresibilidad.

El agua como componente estructural de las membranas
bioldgicas determina propiedades superficiales (potencial di-
polar) y de fase de las membranas lipidicas.
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Existe interdependencia entre el grado de hidratacion y la
dinamica de distintos grupos quimicos de los componentes de
membrana durante el estrés osmotico e hidrico y también in-
teraccion de los efectores biologicos con la membrana.

Desde el punto de vista termodinamico, la presion superfi-
cial de la monocapa (w) puede expresarse como una funcién
de la actividad de agua superficial (aW). Esta dependencia afec-
ta el proceso de adsorcion de bioefectores en el cual la rela-
jacion, que implica un proceso no fickeano, esta relacionada
con la reorganizacion del agua interfasial. Esta relajacion es
modulada por aumento de la presion superficial o por aumen-
to del colesterol. Es decir, la ausencia de grupos CO modula
el equilibrio de la hidratacion entre las cadenas de acilo y los
grupos fosfato y participa en la formacion de defectos segun
su exposicion al medio acuoso, determinando la polaridad de
la interfase y la adsorcion de Ca?* y la actividad de ciertas enzi-
mas hidroliticas superficiales.

Estos estudios en sistemas biomiméticos son la base para
comprender las respuestas de sistemas complejos como célu-
las enteres (bacterias, vegetales, etc.) en procesos metabodlicos
y bajo estrés hidrico y oxidativo.
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