Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas

PEDECIBA-Universidad de la Republica

Permeabilidad de membranas lipidicas

al peroxido de hidrégeno

Lic. Ana Clara Lépez Royes

Orientador: Matias Moller

Co-orientador: Leonor Thomson

Laboratorios de Fisicoquimica Bioldgica y Enzimologia,

Instituto de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

Montevideo, Diciembre 2020

Ry Ho (
h i FACULTAD DE «
UNIVERSIDAD CIENCIAS
DE LA REPUBLICA 5 PEDECIBA

URUGUAY UDELAF



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer especialmente a mis orientadores Matias y Leonor por su dedicacién,
paciencia, y un sinfin de discusiones, correcciones y consejos a lo largo de todo el proceso. El apoyo

constante de ambos ha sido fundamental para realizar este trabajo.

A los companeros de los laboratorios de Fisicoquimica Bioldgica y Enzimologia por la ayuda brindada

durante estos afios. Es un placer compartir mesadas, escritorios y reuniones con ellos.

A mi familia y amigos por acompafiarme durante estos afios, especialmente a Anto por su paciencia y por

el apoyo durante todo el proceso.

Por dltimo, a las agencias financiadoras, el Programa de Desarrollo de las Ciencias Basicas, la Comisidn

Sectorial de Investigacion Cientifica y la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion.



Indice

RESUMEN ...ttt ettt e ettt e e ettt s e e et e e e e eaa s e et eaa s e e eana e e eesaa e esenasseeeanasseeesnaseesennnaennnnnnnne 4
INTRODUCCION .....ouuettaisiet sttt b ettt bbbttt 5
MEMDBIANAs CEIUIAES .. ..ttt e e e e sttt e e e e e s s s bbb bt e e e e eessennbraeeeeaeeeas 5
Difusidn simple a través de membranas lipidicas ........cccceviiiiii 9
Membranas en la compartimentacion de especies reactivas..........cccccveeeiiiiii, 14
Peréxido de hidrégeno: propiedades fisicoquimicas y efectos bioldgicos ...l 15
Permeabilidad de membrana al HoOz....c.vveiiiiiiiiiiiiieee e e 19
OBJETIVOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt e s ettt e s ea bttt e s s st e e s a b et e e s ab et e s s mb et e e sm b et e e s abee e e s sanreeeeennees 23
ObjJEtiVOS ESPECITICOS .uvvvrriuriiiiiiiiiiit s 23
MATERIALES Y METODOS ......vvivieieiieieteteteteteaeee ettt tessasas sttt esesessssas st esesesesessssas s asesesesessssassasasesene 24
EQUIPAMIENTO Y FEACTIVOS .uuiiiiiieiiiiee ettt sttt s e e et s s e eet s s e eaaa s e eeasansaaesnnseanenanans 24
Determinacion del coeficiente de reparto de H,0; entre agua y solventes organicos........................ 24
Preparacion y purificacion de liposomas.........ccooiiiiiiiiii 27
Determinacidn del radio hidrodin@mICOo........cveeiiiiiiiiiiie e 28
Determinacion del coeficiente de permeabilidad..............ccc 28
Determinacion de la energia de activacion...........cccco 29
Fluidez de 1a MemMBIrana.........eiii it s e e as 29
Extraccion de lipidos de globulos r0jos ........ccooiiiiiiiiiic 30
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt e ettt e e s bttt e s ea bt e e e e sabb et e e e amb et e e e eas b e e e e sabeeeeeamnbeeessmbeeeesaaneeeens 32
Coeficiente de reparto del H,0; entre agua y solventes organicos ........ccccceeeeeieiiiiiiiiccccccceeeeeeeeeeeee 33
PermMEabilidad ....cooe ettt e s e e e e e b bt e e e s be e e e eaaneeee s 37
Preparacion y caracterizacion de liposomas..........coooiiiiiiiiiii 38
Determinacion de la permeabilidad al HaOz.oooooiiiiiiiiii 41
Efecto de la temperatura y colesterol en liposomas de DMPC:DPPG.........cccceeeiiiiiiiiieiiiiiieieeeeeeeennn, 43
Efecto de la temperatura y colesterol en liposomas de DOPC:POPG.........ccccoeeiiiiiiiiiiiiiciiieeeeeeeeeennn, 46



Energia de activacidn de 1a permeabilidad ........ ... 48

FIUIDEZ @ MEMBIANa ..cciiiiiieeeeeeee ettt e e e e e e st e e e e e e e s s anbbeeeeeeeesssaannrneeeas 50
Fluidez en liposomas de DIMPC:DPPGL........uuuuuuuuuiuuiienitii s 51
Fluidez en liposomas de DOPCIPOPG .......uuuuuuuuuiiiii s 53

Liposomas SIMil IODUIO FOJO.....uuuueeeiiiiiiiiii s 57

DISCUSION GENERAL.......ovevevetitieieiieeeeteteteteeeset ettt ese st st et sesesesessssss s st esebesessssss s et esesesesesnssas s esesne 61

CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt e st e e st e e s st e e e st e e st e e s s nbe e e e saab e et e e aabreeessmneeeesnrees 65

REFERENCIAS. ...ttt ettt et ettt e st e e e st e e st e e s e et e e s b et e e s eanreee s smreeeesaanneeees 66



RESUMEN

En condiciones fisioldgicas el perdxido de hidrégeno (H20:) es una especie oxidante producida por varios
mecanismos enzimaticos. Tiene muchas funciones fisiolégicas que incluyen defensa contra patégenos,
vasodilatacién y regulacién del crecimiento celular, migracién y proliferacién. Se ha demostrado que la
permeabilidad de la membrana celular al H.O, depende parcialmente de la presencia de acuaporinas

especificas, pero no hay datos sobre la difusién simple a través de la fraccidn lipidica de la membrana.

En este trabajo se determind el coeficiente de particién (Kp°) entre disolventes organicos (octanol,
hexadecano y aceite de oliva) y agua, asi como la termodinamica del proceso. Esto nos da una idea del
perfil de solubilidad del H,0, a diferentes profundidades de membrana. Se encontré un Kp° de 0.07 en 1-
octanol vs. agua, y disminuyé 4 6rdenes de magnitud en hexadecano vs. agua. La distribucion en
disolventes organicos es termodindmicamente desfavorable. La principal barrera para el transporte de
H,0, a través de la membrana es termodinamica y se debe a la baja solubilidad del H,0; en la fraccidn

hidréfoba de la bicapa.

Por otro lado, se determind el coeficiente de permeabilidad (Pm) al H.O, de membranas puramente
lipidicas. Para ello se prepararon liposomas con catalasa encapsulada, que nos permitieron determinar el
Pm comparando la velocidad de consumo de H,0; por la catalasa entre liposomas intactos y lisados. Ya
gue debido a la barrera de permeabilidad que presenta la membrana la velocidad con que la catalasa
consume H,0; es mads lenta cuando esta encapsulada que cuando esta libre en solucidn. Los resultados
indican que la permeabilidad de membranas compuestas por DMPC y DOPC con diferentes proporciones
de DPPG, POPG y colesterol, variaentre 5x 10® cm sty 5.5 x 102 cm s%. Se estimé la energia de activacion
de la permeabilidad para estas membranas. También se buscé correlacionar el estado de
empaquetamiento de los lipidos de la membrana con el Pn, utilizando propiedades de fluorescencia del
laurdan, pero la relaciéon no fue clara. Por ultimo, se determind el P, en liposomas compuestos por lipidos
extraidos de membranas de glébulos rojos, cuyo valor a 25 °C fue (1.4 + 0.2) x 102 cm s, del orden del

P determinado para glébulos rojos humanos intactos.



INTRODUCCION

Membranas celulares

Las membranas son estructuras bdsicas para la funcidn celular en todos los organismos vivos. Para que en
una célula se den las reacciones necesarias para su funcionamiento sus componentes tienen que estar

confinados en el espacio y separados del ambiente que la rodea.

En las células eucariotas, las membranas lipidicas funcionan como barreras selectivas que delimitan tanto
las células como sus organelos citoplasmaticos, compartimentando asi los procesos bioldgicos, y
organizando sus funciones. Ademas de actuar como barrera permitiendo el flujo selectivo de nutrientes,
productos de desechos, iones, etc., en las membranas ocurren diversos procesos bioquimicos, de

regulacion y de comunicacion intercelular.

Las membranas celulares estdn compuestas principalmente por lipidos y proteinas, y en menor
proporcidn por carbohidratos asociados (hasta un 10% del peso de algunas membranas) %. En la actualidad
suelen estar representadas por el modelo del mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson hace casi
medio siglo 2 (Figura 1.A y B). En este modelo, los fosfolipidos que componen la membrana forman una
bicapa, en la cual las regiones apolares se orientan hacia el centro y sus grupos polares quedan expuestos
hacia el exterior de la bicapa interaccionando con la fase acuosa, e inmersas en esta bicapa lipidica se

acomodan diferentes tipos de proteinas.

A las proteinas asociadas a la membrana se las divide en dos grupos: proteinas integrales de membrana,
gue atraviesan la bicapa lipidica e interaccionan con ésta mediante fuerzas hidrofdbicas y proteinas

periféricas que se asocian a la interface de la bicapa lipidica a través de interacciones polares?.

Este modelo se ha ido refinando (Figura 1.C), hoy se sabe que, si bien la membrana es una estructura
“fluida”, esta fluidez no implica aleatoriedad, los lipidos se organizan lateralmente en el plano de la
membrana en forma no uniforme y no aleatoria. Existen dominios enriquecidos en ciertos lipidos y

proteinas ¥ 4.

La membrana celular tiene una alta densidad de proteinas transmembrana que perturban el
empaquetamiento de los lipidos, obstaculizando la difusién lateral, interfiriendo con el orden de las

cadenas carbonadas, y generando disparidad en el grosor de la bicapa #°.



Otra modificacidén del modelo surge al observar interacciones con el citoesqueleto y la matriz extracelular.
El citoesqueleto provee puntos de unidn a proteinas de la membrana limitando asi su movimiento y dando

lugar a la inmovilizacidn de ciertas regiones de la membrana & 7.

A - - . B
e o

+ -y - % 8

PSPV >

it

LSS ARSI
eoist e atelds

| ssuaticetet

Ogtgg'

Figura 1. Evolucion del modelo de membrana. A. Modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson en
1972, vista esquemadtica de seccion transversal de membrana donde los circulos rellenos representan los grupos
polares de las moléculas de fosfolipidos, que estan en contacto con el agua, las lineas onduladas representan sus
cadenas hidrocarbonadas y en lineas gruesas se representan las proteinas integrales. Las proteinas que sobresalen
tienen en sus superficies residuos iénicos, mientras que los residuos no polares estan incrustados en gran parte
en la capa lipidica 2. B. Representacion esquematica tridimensional y transversal del modelo de mosaico fluido de
membranas bioldgicas, donde los fosfolipidos se representan como esferas con colas y las proteinas integrales
como objetos globulares sombreados incrustados 2. C. Modelo actualizado de la membrana plasmatica de una
célula eucariota, donde se observa la membrana como una bicapa lipidica central intercalada entre el glicocalix
extracelular (formado principalmente por polisacaridos, estructuras en color verde) y el citoesqueleto intracelular
(red de proteinas poliméricas, representadas por tubos rojos). Intercaladas en la bicapa lipidica se muestran
diversas proteinas integrales (representados en negro) y polipéptidos (tubos azules). La membrana esta sujeta a
oscilaciones y la bicapa lipidica muestra heterogeneidad lateral, formacion de dominios lipidicos y variaciones de
espesor cercanas a las proteinas integrales. Los diferentes componentes de la membrana no estan dibujados a
escala .



Los lipidos mas abundantes en las células de mamiferos son la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina
(PE) y el colesterol (Chol), sin embargo, no todas las membranas tienen la misma composicién, esta varia

segun el tipo celular y su ubicacién subcelular (Figura 2.A).

Ademas, los lipidos en las membranas celulares se distribuyen de forma asimétrica (Figura 2.B), es decir
las monocapas interna y externa que componen la bicapa lipidica no tienen la misma composicién. A modo
de ejemplo, en la monocapa externa de una membrana plasmdtica se encuentra una mayor proporciéon
de esfingomielina (SM), PC y glicerofosfolipidos, mientras que en la monocapa interna se encuentra
practicamente la totalidad de los fosfolipidos cargados negativamente, la fosfatidilserina (PS),
fosfatifilinositol (P1) y PE °. La asimetria de los lipidos en las células se mantiene mediante flipasas y
flopasas, enzimas que transportan lipidos a través de la bicapa, y por enzimas que sintetizan y degradan
los lipidos en una u otra monocapa. La importancia de las flipasas estd dada porque la exposicion de
fosfolipidos cargados negativamente al exterior es reconocida por macréfagos como una seiial de células
a ser fagocitadas y destruidas. La falta de flipasa en glébulos rojos, por ejemplo, lleva a una mayor tasa de
recambio’®??. En ausencia de estas proteinas la velocidad de flip-flop de fosfolipidos es lenta (puede tardar
dias), en cambio, el colesterol, con su grupo de cabezas pequeiio y débilmente polar, puede cruzar la

bicapa lipidica en el orden de minutos o menos 3,

En cuanto al contenido proteico de las membranas, este puede variar desde un 20% en el caso de las
membranas de mielina neuronal hasta el 75% para la membrana interna de las mitocondrias?®. Las
proteinas son responsables de la mayoria de las funciones de las membranas particulares, por lo tanto,
diferentes membranas también muestran diferentes composiciones de proteinas. En general, las

membranas que son mas activas metabdlicamente tienen la mayor proporcién de proteinas.

Las proteinas también estan ubicadas asimétricamente en la membrana, siempre orientadas en la misma
direccion. Algunas proteinas de la membrana plasmatica estan glicosiladas, y estas modificaciones se
encuentran en la cara externa de la membrana. Estos carbohidratos en la superficie se utilizan en el

reconocimiento, la comunicacion y la adhesién célula-célula ¥ 16,
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Figura 2. Composicion lipidica de membranas bioldgicas. A. Esquematizacién de la composicion lipidica en
distintos organelos. Para cada organelo, los componentes lipidicos principales se enumeran segun su contribucion
al contenido total de lipidos del organelo. Solo se muestran los lipidos que representan al menos el 5% de los
lipidos totales para cada organelo. BMP: bis(monoacilglicerol)fosfato; Chol: colesterol; CL: cardiolipina; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; Pl: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; SM: esfingomielina. Esquema
no representado a escala, adaptado de 7. B. Asimetria de lipidos en la membrana de glébulos rojos &,

Si bien la funcién primordial de las membranas es la compartimentacion de sustancias, estas deben

permitir el pasaje de sustancias hacia un lado y otro de la membrana.



Los mecanismos para el transporte de moléculas pequenas (e iones) a través de membranas se pueden
clasificar en dos categorias: transporte pasivo y activo. El transporte pasivo es espontdneo, ocurre a favor
de gradiente de concentracidn (o electroquimico). El transporte activo por el contrario ocurre en sentido
opuesto al que ocurriria espontaneamente (en direccion opuesta al gradiente), y requiere una maquinaria

reguladora que transporte las moléculas (con gasto de energia).

Dentro de los mecanismos de transporte pasivo se puede diferenciar entre difusidon simple, difusién
facilitada y ésmosis. Para el transporte activo se requiere de proteinas transportadoras que actien como
bombas contra el gradiente de concentracidn, ademas de una fuente de energia. Por otro lado, las
macromoléculas o particulas grandes atraviesan las membranas mediante vesiculas (endocitosis y

exocitosis).

Las moléculas pequefias sin carga son capaces de atravesar la membrana por difusiéon simple a través de
los lipidos, la velocidad de transporte va a depender principalmente de su tamafo e hidrofobicidad. Para
las moléculas polares, este mecanismo puede ser muy lento por lo que requieren proteinas de membrana
para su transporte. La glucosa, por ejemplo, depende de la presencia de transportadores de membrana
para ingresar a la célula ?°. Los 4cidos grasos, aunque contienen una gran cadena de acilo hidréfoba, son

anfipaticos y también dependen de los transportadores en la membrana para ser internalizados > 2.

Debido a la naturaleza apolar del interior de la membrana, una carga eléctrica enfrenta una barrera
termodinamica muy grande que limita el pasaje de iones y especies iénicas a través de las membranas, y
su transporte requiere de proteinas de transporte especificas 2. Por ejemplo, el CO, producto de la
respiracion mitocondrial puede atravesar las membranas por difusidn simple, pero el bicarbonato, que es
la principal forma de transportar CO; a los pulmones, necesita la proteina de membrana intercambiador

de aniones 1 (AE1), también conocida como banda 3 de los eritrocitos %2.

Difusion simple a través de membranas lipidicas

Moléculas pequefias sin carga pueden atravesar la membrana por difusion simple. La velocidad con la que
estas moléculas atraviesan la membrana es proporcional a la diferencia de concentracién entre ambos
lados de la membrana, como se deriva de la primera ley de difusion de Fick, el flujo de moléculas por

unidad de area J es:

]=% (2)



y tiene unidades de mol/s cm?2. D es el coeficiente de difusidn en cm?/s, AC la diferencia de concentracién

entre las caras externa e interna de la membrana en mol/cm?y d el espesor de la membrana en cm.

El coeficiente de permeabilidad (Pm) relaciona el flujo de moléculas a través de la membrana con la
diferencia de concentracién a ambos lados de la membrana (ecuacion 2), tiene unidades de cm/s, y

representa la velocidad con que una molécula se mueve a través de la membrana 4.

J =PnAC 2
P = % 3)

Si se tiene en cuenta el drea a través de la cual ocurre el flujo (A), J se puede expresar como flujo neto de

moléculas vi, en mol/s:

v; = Pn AAC (4)

A su vez si se divide ambos términos de la ecuacién por el volumen que encierra la membrana, se puede

expresar la velocidad de ingreso de la molécula permeante en M/s como ri:

P, AAC
T =“‘T (5)

Y de esta forma queda expresada la permeabilidad como una constante de primer orden que depende de

la relacién area / volumen de la célula o liposoma en cuestion:

Pn A
Kperm = mT (6)

Experimentos publicados por Overton en 1901 ya mostraron que la permeabilidad de una membrana
bioldgica a este tipo de moléculas pequefias sin carga, era proporcional a su solubilidad en un solvente
organico, indicando que la permeabilidad dependia de un paso de incorporacién de las moléculas a la
regién hidrofdbica de la membrana ?* 2%, Esta observacién fue reproducida muchas veces, y en la Figura 3
se muestran los resultados de Walter y Gutknecht #°. Esta proporcionalidad dio lugar a la Ley de Overton:

Cuanto mds soluble es una molécula en solventes organicos, mayor permeabilidad.
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Figura 3. Proporcionalidad entre P, y Kp°. Los valores de P. fueron obtenidos en membranas planas de
fosfatidilcolina de huevo, mientras que los valores de Kp° fueron obtenidos en hexadecano (izquierda) y aceite de
oliva (derecha). Los nimeros indican diferentes sustancias ensayadas, entre las que se destacan 1: Agua, 9: urea,
21: Acido hexanoico. Tomado de #°

A su vez, de estas observaciones iniciales de Overton se desarrollé |la teoria de la permeabilidad por
solubilidad-difusién simple 2% %7, que establece la relacién entre el coeficiente de permeabilidad, el
coeficiente de difusion de la molécula en la membrana (Dn), el coeficiente de reparto de la molécula entre

la membranay el agua (Kp°), y el ancho de la membrana (9) (Figura 4).

Permeabilidad a través de los lipidos (P,)
depende de:

» Solubilidad en lipidos (K,

= Difusion en lipidos (D) o Kp A Dm. Kp
< ! — < ’

* Ancho de la membrana (6 = 3-4 nm)

P_=Ky,.D,./ &

Figura 4. Permeabilidad por solubilidad-difusion simple. El modelo considera que se tiene que dar en primer
lugar la disolucion del soluto dentro de la membrana, luego la difusidn a través de la membrana, y finalmente la
salida con el pasaje del soluto a la fase acuosa en la otra cara de la membrana. Esto lleva a un modelo matematico
sencillo, donde se relaciona el coeficiente de permeabilidad P, con el coeficiente de reparto Kp°, el coeficiente
de difusion en la membrana Dr, y el ancho de la membrana. Este modelo es una simplificacion del proceso real,
pero captura los factores mecanisticos mas importantes, y esta respaldado por numerosos trabajos > %,
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Esta relacidon es muy util como primera aproximacién al problema de la permeabilidad de membranas,
pero varias deficiencias se hacen evidentes. Una de las mas senaladas es que una bicapa lipidica, de
fosfatidilcolina, por ejemplo, no es un medio homogéneo y presenta regiones con propiedades diferentes,
qgue pueden afectar localmente la solubilidad y la difusién de la molécula. Por ejemplo, el centro de la
bicapa es una regién altamente hidrofébica dominada por grupos alcano, mientras que la region de la

interfase es altamente polar por la presencia de grupos fosfato y colina cargados (Figura 5).

Figura 5. Estructura transversal de una bicapa
de DPPC en estado liquido obtenida mediante
simulacién por dinamica molecular. A. Los
distintos estratos representan: (1) agua
estructurada, (2) una interfase hidrofilica-
hidrofébica conteniendo la cabeza polar de los
lipidos, (3) una region similar a un polimero
blando que contiene segmentos intermedios de
las cadenas de acidos grasos, (4) un nucleo
hidrofébico desordenado, que contiene el
segmento final de las cadenas de acidos grasos.
Esta figura incluye una posible via para el paso
de una molécula de agua. B. Perfil de densidad
transversal de una bicapa fluida formada por
POPC obtenida por técnicas de difraccion de
rayos X y técnicas de difracciéon de neutrones.
Cada curva muestra las probabilidades relativas
de encontrar los distintos grupos quimicos de
una molécula de POPC. Las regiones en gris
corresponden a regiones extendidas de la
interfase hidrofilica-hidrofébica. Tomado de é.

interfase

interfase

-30 20 10 0 10 20 30
Distancia desde el centro de la bicapa (A)

Las diferencias de Dm y Kp° se pueden apreciar experimentalmente utilizando sondas a diferentes
profundidades de la membrana, o tedricamente mediante simulaciones por dindmica molecular 231, A

partir de esos datos, el Pr, se calcula:
d/2 -1

1
Po=| [ ot —az )
_JZ K(z)D(z)

donde z denota la profundidad en la bicapa, K(z) el reparto a esa profundidad, D(z) la difusién, y d el ancho

total de la membrana /.
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Ademas de esta variacion de K(z)D(z) con la profundidad en la bicapa, el cambio de la composicién de
lipidos, o la temperatura también tendrda un efecto sobre el Pn. En un trabajo reciente utilizando
fosfatidilcolina saturada se observd que para el oxigeno molecular, Kp®.Dn, variaba con la temperatura,
pero mas dramaticamente con el cambio de fase de lamembrana del estado gel al estado liquido cristalino
32 y este cambio se relacionaba principalmente con un cambio en Kp°. O sea que una membrana en estado
gel, donde los lipidos se encuentran altamente ordenados y empacados, y hay poco volumen libre,
permite disolver mucho menos oxigeno que una membrana en estado liquido cristalino, fluido, donde los
lipidos se encuentran desordenados y hay mas volumen libre. Hay muchos otros trabajos que sugieren
que las diferencias en el P, observadas para una misma molécula en membranas de diferente
composicion se debe principalmente a las diferencias en el empaquetamiento de los lipidos y el volumen

libre disponible para disolver la molécula >34,

La barrera energética principal para la permeacién de membranas lipidicas por moléculas no cargadas se
encuentra en diferentes regiones de la membrana dependiendo del tipo de molécula. Utilizando cdlculos
de dindmica molecular, Cordeiro encontré que las moléculas apolares como el oxigeno encuentran una
barrera mayor en la regidn de la interfase fosfolipido-agua, donde se encuentran las cabezas polares,
mientras que el perdxido de hidrégeno, que es muy polar, encuentra una barrera mucho mayor a nivel

del centro de la bicapa (Figura 6) 3.

U T TSI R LET ) e R Figura 6. Perfil de energia de Gibbs
30 (AG°) calculado para varias
especies reactivas del oxigeno a
diferentes profundidades de una
bicapa de POPC. La energia de
Gibbs negativa indica
interacciones favorables con Ia
membrana, mientas que la energia
de Gibbs positiva indica
interacciones desfavorables. Por
lo tanto, se observa que el oxigeno
interacciona menos
favorablemente con la regién de la
interfase de la membrana, pero
luego favorablemente con el
-10 + 4 centro de la misma. El H,0, en
I 1 cambio, interacciona
favorablemente con la interfase y
desfavorablemente con el interior
r4 (nm) de la membrana. Tomado de .

20

10

AG (kd/mol)
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Membranas en la compartimentacion de especies reactivas

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS) incluyen una amplia gama de moléculas con
diferentes propiedades fisicoquimicas. La mayoria de ROS y RNS derivan del oxigeno y del dxido nitrico
(Figura 7) y tienen en comun la capacidad de generar directa o indirectamente modificaciones oxidativas
a biomoléculas.

Figura 7. Especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno. El oxigeno (0O2) y el dxido
nitrico (*NO) son los precursores de ROS

H,0, <> "OH y RNS. La fotosensibilizacién puede dar

lugar a oxigeno singlete (10,) mientras

SOD que la reduccién parcial de O, produce

. superoxido (0;°), que puede protonarse

2——- o, -——"‘HOO

para dar el radical hidroperoxilo (HOO®) o
reducirse adin mas a perdxido de
hidrégeno (H.0;) y radical hidroxilo
(HO®). La reaccién de °NO con O,
(autooxidacion) genera didxido de

nitrégeno (‘NO,), mientras que la
ONOO - "-_—"' ONOOH reaccion con 0, genera anidn
peroxinitrito (ONOO~) que puede
protonarse a acido peroxinitroso
(ONOOH) que luego puede homolizar y
dar °NO, y HO® como productos (5-30%
de rendimiento) o reaccionan con CO, y
dan °NO; y radical carbonato (CO5* 35%
de rendimiento). Modificado de 22

co,

co;”

Muchas de estas especies reactivas son producidas en condiciones controladas por proteinas
especializadas para realizar funciones fisiolégicas, pero también pueden derivar de fuentes ambientales

como smog, humo, xenobidticos y exposicidn a radiacion ultravioleta.

Lograr una funcidn fisioldgica o ejercer un efecto téxico dependera en gran medida de la capacidad de las
especies reactivas para atravesar las membranas celulares, por lo que se puede establecer una
direccionalidad y compartimentacién de la accidn. Algunas de estas especies reactivas son capaces de
atravesar membranas rapidamente por difusién simple, de modo que pueden difundir practicamente sin
obstdaculos en un gran volumen de tejido. En este caso, las reacciones quimicas mas que las membranas
serdn las responsables de disminuir su distancia de difusién. Sin embargo, otras moléculas reactivas
encuentran barreras energéticas altas para atravesar las membranas, por lo que sus reacciones y acciones

pueden compartimentarse mas eficazmente (Figura 8) 2.
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Ademas, las membranas celulares no son solo espectadoras del flujo de especies reactivas, sino que
también son blancos de su reactividad. Los blancos mas reactivos son los dcidos grasos poliinsaturados,
cuya oxidacién puede iniciar una reaccién en cadena de peroxidacion de lipidos, pero otros lipidos
también pueden ser oxidados por especies reactivas especificas. La permeabilidad de las membranas a las
diferentes especies reactivas también indica lo facil que es para estas especies reactivas oxidar los lipidos

y proteinas embebidas en una membrana.

Facilitated Diffusion

H,0,

Agp

Figura 8. Permeabilidad de las membranas lipidicas a diferentes especies reactivas. El ancho de las flechas indica
qué tan permeables son las membranas celulares a las diferentes moléculas. Se pueden diferenciar dos grupos en
funcion de la permeabilidad de la membrana: 1) O,, *NO, *NO; y H,S pueden atravesar las membranas lipidicas
practicamente sin obstaculos por difusion simple, 2) moléculas cuyas tasas de permeabilidad se ha observado que
aumentan por la presencia de proteinas que facilitan su difusion a través de las membranas celulares: H,0; (puede
usar acuaporinas especificas, Aqp), ONOO~ y O," (puede usar canales de proteina de intercambio anidnico, AE).
La permeabilidad (Pr) a estas especies en su forma eléctricamente neutra a través de membranas de fosfolipidos
puros es cinco 6rdenes de magnitud menor que la del O,. Se han observado adaptaciones celulares para disminuir
la difusién simple por H,0,, lo que indica que las membranas celulares podrian regular estrechamente el
transporte de este grupo de moléculas reactivas. El radical hidroxilo se encuentra en una categoria diferente
porque es tan reactivo que reacciona basicamente con cualquier componente cerca de la superficie de la
membrana celular y por lo tanto no puede atravesarlo. Tomado de %

Peroxido de hidrégeno: propiedades fisicoquimicas y efectos bioldgicos

La multifuncionalidad del H,0, se debe a su quimica, los oxigenos del H,0, tienen un nimero de oxidacién

intermedio de "-1", lo que explica las propiedades de reduccion y oxidacion.

El H,0, posee un momento dipolar permanente de 2.26 x 108 esu, mas alto que el del agua (1.85 x 10*®
esu) lo que sugiere una conformacion cis sesgada (Figura 9) con los dtomos de hidrégeno apuntando en

la misma direccidn relativa al enlace 0-O y los pares de electrones solitarios orientados en la direccion
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opuesta a los atomos de hidrégeno. Los pares de electrones solitarios no permiten la rotacidn libre
alrededor del enlace O-0O, dando como resultado un dipolo permanente. El H,0, representa una de las
moléculas quirales mds pequefias en la naturaleza y se produce como una mezcla racémica que contiene
cantidades iguales de ambos enantidmeros 3°. M3s alld de su reactividad, el H,0, comparte muchas

caracteristicas fisicas con agua (Tabla 1).

H
113.6(3) "4524(3%)/ 0.9617(2)

T gRST T O
99.76(6) / Figura 9. Geometria molecular del H,0,. Estructura

de equilibrio semi-experimental del H,0,. Longitudes
de enlace en Ay dngulos en grados. Obtenida de .

T

Tabla 1. Propiedades fisicas del perdxido de hidrégenoy el agua (25 °C, 1 atm)3>.

H.0; H.0
Densidad jiquido 20°c (g cm™) 1.450 0.998
Punto de fusién (°C) -0.43 0
Punto de ebullicién (°C) 150.2 100.0
Presion critica (atm) 214 218.2
Temperatura critica (°C) 457 374.2
Capacidad calorifica jiquigo (kJ kg* °C")  2.625 4.172
Constante dieléctrica 73.1 80.4
indice de refraccion 1.4067 1.3325
Momento dipolar (esu) 2.26x 1018 1.85x 1018

El H,0; es un oxidante de dos electrones fuerte, con un potencial de reduccion estandar (E°) de 1.32V a
pH 7.0. Por tanto, es mas oxidante que el acido hipocloroso (OCI7/CI7) o el peroxinitrito (ONOO”NO;"),
cuyos valores equivalentes son 1.28 y 1.20 V, respectivamente. Sin embargo, a diferencia de estos, el H,0,
reacciona mal o no reacciona con la mayoria de las moléculas bioldgicas, incluidos los antioxidantes de
bajo peso molecular. Esto se debe a que debe superarse una barrera de alta energia de activacion para
liberar su poder oxidante, en otras palabras, las reacciones del H,0, son impulsadas cinéticamente en

lugar de termodinamicamente.
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El H,0, es un oxidante de un electron débil (E”° = 0.32 V). Sin embargo, el producto de reduccidn de un
electron, el radical hidroxilo, es uno de los oxidantes mas fuertes conocidos (E° = 2.31 V). Sus reacciones
tienen una barrera de energia de activacion muy baja y ocurren a velocidades cercanas a las controladas

por difusion.

El H,O, tiene un pK, de 11,6, por lo que generalmente se encuentra sin carga a pH fisiologico. El anién
(HOO") es un nucledfilo fuerte, pero sus reacciones estan limitadas por el alto pK,. Debido a la
polarizabilidad del enlace O-0, el H,0, también puede actuar como un electrdfilo, las proteinas que
facilitan la polarizacion mejoran su reactividad en muchos érdenes de magnitud. El enlace O-0 también
es relativamente débil y es susceptible de homdlisis cuando el H,0; se somete a calentamiento, radidlisis,
fotdlisis o metales redox. Esto da lugar al radical hidroxilo o, en algunos casos, a un estado de oxidacién
superior del metal. Estos productos secundarios son responsables de muchas de las fuertes acciones

oxidantes (o desinfectantes) del H,0, %’.

El perdxido de hidrégeno es probablemente la especie reactiva del oxigeno mds abundante in vivo ¥ .
Puede producirse exdgenamente por exposicidon a una variedad de factores ambientales toéxicos,
contaminantes y productos quimicos (por ejemplo, hidrocarburos, hidrocarburos clorados, formaldehido
y plaguicidas). Ademas se ha demostrado que campos electromagnéticos e irradiacion ultravioleta

inducen niveles aumentados de H,0, en tejidos y fluidos corporales *°.

De forma enddégena el H,0, se produce y consume mediante numerosos procesos enzimaticos y no
enzimaticos (Figura 10). En los mamiferos, |la fuga de electrones que se producen a nivel del transporte de
electrones mitocondrial lleva a la generacién de superéxido (0;"). La dismutacidon del O™, tanto
espontanea como catalizada por la isoforma mitocondrial dependiente de manganeso de la superéxido
dismutasa (Mn-SOD o SOD2) es una fuente mitocondrial de H,0,. Las NADPH oxidasas (NOX) catalizan la
oxidacion de NADPH y la reduccién de oxigeno. La mayoria de estos complejos multienzimaticos asociados
a la membrana generan superodxido, que luego dismuta para dar H,0,, o incluso algunos lo producen

directamente %°.

El H,0, también se produce en la luz del reticulo endoplasmatico durante el plegamiento oxidativo de
proteinas. Las flavoproteinas oxidasas ERO1 y QSOX catalizan la reduccion de oxigeno a H,0,, con la
oxidacion concomitante de residuos de cisteina a disulfuros. La mayor parte del H,0, producido en estas
reacciones es metabolizado por las enzimas metabolizadoras de perdxido, peroxirredoxina 4 y las

glutation peroxidasas, GPx7 y GPx8 que se localizan en el reticulo endopldsmico #.
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En los peroxisomas se produce H,0,, debido a enzimas como acilCoA oxidasa, poliamina oxidasa y D-
aminodcido oxidasa que reducen el oxigeno a H,0, durante la oxidacidn de su sustrato. En este
compartimiento subcelular, la catalasa es la enzima encargada de descomponer el H,0; restringiendo su
liberacion. Dada la capacidad del H,0, de atravesar las membranas bioldgicas, la catalasa peroxisomal
tiene ademas el potencial de descomponer el H,0, de otros compartimientos celulares y, por lo tanto,

puede influir en el metabolismo del H,0, de otros sitios .

Por ultimo el H,0, también es producido por muchas oxidasas extraperoxisomales como la xantina

oxidasa, glucosa oxidasa, aldehido oxidasa, amina oxidasa, triptéfano dioxigenasa y 5-lipoxigenasa *.

Desde su descubrimiento en 1819, el H,0, se conoce como un agente dafiino para biomoléculas como el
ADN, las proteinas, los lipidos y los carbohidratos. Sin embargo, en las ultimas décadas ha comenzado a
desvelarse el papel del H,0, como molécula de sefializaciéon. En procariotas, por ejemplo, se encontré que
el factor de transcripcion OxyR es sensible al H,0; y su oxidacién desencadena la expresion de proteinas
antioxidantes y de defensa al estrés **. En levaduras también se han encontrado factores de transcripcién
que son activados por el H,0,, como el Yap1 en Saccharomyces cerevisiae **. En células de mamiferos se
observan respuestas al H,0,, como la proliferacion, el crecimiento, la migracién, la apoptosis y la
supervivencia celular # 3% %2 pero los mecanismos moleculares aun estan siendo dilucidados. Una de las
hipodtesis que esta cobrando mas fuerza es la de “redox relay”, que implica un primer paso donde el H;0;
oxida una proteina altamente reactiva como una peroxirredoxina, y esta le transfiere los equivalentes de

oxidacidn a una segunda proteina que traduce la sefial .
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MITOCONDRIA
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Fe¥*

PEROXISOMA

RETICULO

ENDOPLASMATCO
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NADPH
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Figura 10. Fuentes y sumideros de H,0; a nivel celular. Adaptado de #.

Permeabilidad de membrana al H,0;

H:0

NADP*

NADPH

La idea de una barrera de permeabilidad que imponga un limite a la entrada de perdxido de hidrégeno en

la célula fue presentada en 1959 por Clayton* y en 1965 por Nicholls*®, mediante el estudio de la actividad

catalasa en células intactas y lisadas de Rhodopseudomonas spheroides y eritrocitos de caballo,

respectivamente.
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Mas tarde se reportd la presencia de gradientes a través de las membranas de lineas celulares de
mamifero, bacterias y levaduras, lo que confirma que las membranas bioldgicas generalmente impiden la
difusién libre de H,0, 4. Llama la atencién que hay muy pocos informes de permeabilidad de
membranas puramente lipidicas al H,0,. Aunque se han observado cambios en las velocidades de difusidn
en funcién de la composicién, la temperatura y la compresibilidad, no se han descrito coeficientes de
permeabilidad para los liposomas °%>3. La mayoria de los coeficientes de permeabilidad al H,O reportados
provienen de estudios con membranas celulares y se encuentran entre 3.6 x 10y 120 x 10™* cm s, muy

similares a los valores reportados para el agua (Tabla 2).

Tabla 2. Coeficiente de permeabilidad al H,0, y al agua para diferentes membranas celulares, adaptado de 2.

Membrana Permeante T(°C) Pm(cms?) Referencia
Glébulo rojo (caballo) H,0, 20 6x10™ 46
Peroxisoma (higado de rata) H,0, 3x1073 >4
Glébulo rojo (rata) H,0, 1.2x107 %0
Células T Jurkat H,0, 37 2x10™" 47
Chara corallina H,0, 3.6x10™ >
Escherichia coli H,0, 37 1.6x 1073 8
Células PC12 H,0, 4x10™ %6
Células HUVEC H,0, 1.6x1073 %6
Células IMR-90 H,0, 1.1x1073 36
Células Hela H,0, 4.4x10™ 37
Glébulo rojo (humano) H,0 25 5x 1073 o8
Glébulo rojo (rata) H,0 20 6.5x 1073 59

El agua y el H,0, tienen propiedades moleculares similares (Tabla 1), casi el mismo momento dipolar,
constante dieléctrica, didmetro molecular y capacidad para formar enlaces de hidrégeno . De hecho, se
cree que el H,0; pasa al interior de la célula de la misma forma que el agua, tanto por difusién simple
como por difusién facilitada a través de acuaporinas especificas. El primer estudio que mostré que las
acuaporinas facilitan la difusion de H,0, fue realizado por Henzler y Steudle, en el modelo de célula vegetal

Chara corallina >°.

Las acuaporinas son proteinas tetraméricas, donde cada mondémero actia como un canal funcional

compuesto por seis hélices que atraviesan la membrana conectadas por cinco bucles (A a E). Los bucles B
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y E contienen la secuencia asparagina-prolina-alanina (NPA) altamente conservada y estos motivos se
encuentran a la altura del centro de la bicapa, formando una via hidréfoba estrecha. Un segundo filtro de
selectividad lo proporciona la region aromatica/arginina (ar/R), formada por cuatro aminodcidos, que
actia como barrera de exclusion de tamafio y genera el ambiente adecuado para el establecimiento de

los enlaces de hidrogeno necesarios para transportar el sustrato .

A ‘ B

extracellular

cytoplasmic

H1-LA-H2 LC-HC-LC-H6
LC-H4-LD-H5

Figura 11. A. Vista superior del tetramero (gris) incrustado en una bicapa de fosfolipidos (marrén), con uno de los
monodmeros resaltado en color. Uno de los poros y la cavidad central estan indicados por circulos punteados. B.
Estructura de un mondémero de acuaporina, las a-hélices y los bucles estan coloreados desde el extremo N-
terminal hasta el extremo C-terminal de acuerdo con la leyenda. Se indican la regién NPA altamente conservada
y la regién ar/R. Adaptado de ¢

La importancia de las acuaporinas para facilitar la difusion de H,0, fue establecida por Bienert et al.,
quienes utilizaron Saccharomyces cerevisiae para expresar diferentes acuaporinas. La sobreexpresién de
acuaporina humana 8 (hAQP8) y TIP1; 1y TIP1; 2 de Arabidopsis thaliana condujeron a una disminucién
del crecimiento y la supervivencia de las levaduras expuestas al H,0, ®. Por el contrario, hAQP1, hAQP2,
rAQP3, rAQP4, hAQP5, hAQP9 y otras acuaporinas de Arabidopsis thaliana no afectaron la supervivencia
de las levaduras al exponerlas a H,0,, lo que sugiere que estas isoformas no son permeables al H,0, ° 62,
Ensayos similares identificaron AQP1 de rata y muchas otras acuaporinas de plantas, incluida PIP2; 1 de
Arabidopsis thaliana, como facilitadores de la difusién de H,0, a través de la membrana % &, Se sugirié

gue las acuaporinas de tipo PIP2 son canales de H,0; eficientes, y la principal regulacion del paso de H,0,
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viene dada por la regién ar/R %. La idea de que el H,0; se transporta a través de la membrana celular por
las acuaporinas también esta respaldada por simulaciones computacionales, utilizando AQP1 bovina y

PIP2; 1 de Spinacia oleracia como modelos °Z.

También se llevaron a cabo estudios en lineas celulares de mamiferos que mostraron evidencia adicional
qgue confirmd el papel de hAQP8 en el transporte de H,0,. La acuaporina 3 humana también se propuso
como un transportador con la caracteristica de que puede sufrir cambios en sus niveles de expresidn para
modular la acumulacién de H,0, y asi regular las cascadas de sefializacidn celular %7, Por otro lado, los
estudios llevados a cabo en S. cerevisiae y eritrocitos sugieren que la acuaporina 1 humana es incapaz de
transportar H,0, °% 2, En estos experimentos se demuestra que la permeabilidad de las células al H,0, no
cambia en ausencia o presencia de compuestos mercuriales, que son inhibidores de acuaporina 1 bien
conocidos. Esta selectividad potencial para diferentes acuaporinas sugiere que los perfiles de expresién
de las acuaporinas podrian dictar la susceptibilidad de una célula o tejido en particular a la sefializacidn

externa de H,0,; .

Recientemente se ha descrito una disminucién de la capacidad de los glébulos rojos para metabolizar el
H,0, afiadido de forma exdgena durante el almacenamiento para transfusiéon, que es independiente de la
pérdida de tioles antioxidantes ®. Se propuso que la disminucién del metabolismo del H,0, estd
relacionada con cambios en la permeabilidad de la membrana al H,0,. Esa observacién llevd al trabajo de
posgrado de la Lic. Orrico, donde determiné el coeficiente de permeabilidad de la membrana de glébulos

rojos al H,0,, que serd comparado mds adelante.

En este trabajo nos propusimos estudiar el transporte del peréxido de hidrogeno a través de la porcidon
lipidicas de las membranas. Comenzamos estudiando la solubilidad del H,0, en solventes organicos como
modelo simplificado de membrana, evaluando la barrera termodinamica que ofreceria la membrana al
pasaje de H,0,. Muy pocos valores experimentales han sido reportados en este sentido, y ninguno de los
gue nos interesaban, octanol, aceite de oliva y hexadecano. Luego optimizamos la generacién de
liposomas con catalasa encapsulada para la determinacion de los coeficientes de permeabilidad. Se
estudiaron membranas de diferente composicion, con cadenas hidrocarbonadas saturadas e insaturadas,
con distinto contenido de colesterol a distintas temperaturas. Utilizamos laurdan para estudiar la fluidez
de estas membranas, e intentar buscar una correlacion entre el P, y el estado de las membranas. Por
ultimo, determinamos el coeficiente de permeabilidad para liposomas compuestos por lipidos obtenidos
de membranas de glébulos rojos humanos, que fueron comparados con valores de permeabilidad en

glébulos rojos humanos intactos.
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OBJETIVOS

Determinar el coeficiente de permeabilidad al perdxido de hidrégeno de membranas lipidicas e indagar

en el mecanismo de permeacion.

Objetivos especificos

- Determinar el reparto del peréxido de hidrégeno entre solventes orgdnicos y agua, como
estimacion de la barrera termodindmica.
- Determinar los coeficientes de permeabilidad de membranas de diferente composicién al

peréxido de hidrégeno, utilizando liposomas conteniendo catalasa encapsulada.
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MATERIALES y METODOS

Equipamiento y reactivos

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron adquiridos en Sigma, Applichem y GE Healthcare, salvo los
fosfolipidos que fueron adquiridos en Avanti Polar Lipids. Las medidas de absorbancia se realizaron en un

espectrofotometro Uv-Vis Varian Cary 50 (Agilent, Estados Unidos).

Determinacion del coeficiente de reparto de H20. entre agua y solventes orgdnicos

El coeficiente de reparto (Kp°) se calculé como el cociente entre la concentracidén de H,0, en el solvente
orgdnicoy la concentracion de H,0; en agua, cuando las dos concentraciones estan en equilibrio. Se partié
de soluciones de agua pre equilibradas con solvente organico (w) y de solvente organico pre equilibradas
con agua (os) durante 24 h para evitar artefactos a la hora de medir el reparto del H,0, %°. Se mezclaron
soluciones pre equilibradas de agua con distintas concentraciones de H,0,, cuantificado a temperatura
ambiente por absorbancia a 240 nm, € = 39.4 M* cm™ 7%, con soluciones pre equilibradas de solvente

organico, y se dejo equilibrar bajo agitacion a 37 °C y a temperatura ambiente.

La solubilidad del H,0; en solventes organicos es muy baja porque el H,0; es naturalmente hidrofilico.
Ademas, la mayoria de los métodos para la determinacién de H,0; se basan en agua. Por lo tanto, ideamos
un método de doble reparto (Figura 12), que involucra un primer paso de equilibrio de H,0, entre agua
(w1) y solvente organico (os:), extraccidn cuidadosa de la fase orgdnica para evitar llevar agua, y luego un
segundo paso donde esta fase organica (0s;) se equilibré con agua nueva (w,). Cada volumen se determind
con precision. Tener en cuenta que el Vos; era aproximadamente la mitad que el Vo para evitar la
contaminacidn con agua ws. El equilibrado de una cantidad conocida de H,0; se realizé a temperatura
controlada en un bafio de agua con mezclado frecuente durante 30 minutos. Luego se separaron las fases
por centrifugacion a 5000 g durante 5 minutos, se retird una fraccion del solvente organico (en la parte
superior, 0s;), se colocd en un nuevo tubo con agua (w-), y se repitié el equilibrado. El H,0; se cuantificd
tanto en la fase acuosa inicial (wi1) como en la final (w;). Para cada disolvente se utilizaron diferentes

concentraciones iniciales de H,0,, determinadas empiricamente, para permitir la cuantificacion.

Se utilizo el siguiente razonamiento para calcular el coeficiente de reparto de H,0, entre la fase organica
y el agua. Primero, el coeficiente de reparto (Kp°) es el mismo en ambos pasos, lo que cambia son las

concentraciones en cada fase.
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o [HZOZ]osl (8)

b [HZOZ]wl
o _ [HZOZ]OSZ (9)
P [HZOZ]WZ

Debido a la conservacién de la masa, el nimero total de moles en el segundo equilibrio (nr) es:

nrt, = [HZOZ]w2 sz + [H202]052 V052 (10)
que puede expresarse como:
nr, = [H20,]w, (i, + Kp Vos,) (11)

Con esta informacién podemos calcular la concentracién en el solvente organico en el primer equilibrio:

[H202]051 = nTZ/Vosz (12)

De tal manera que podemos remplazar en la ecuacién 8 y rearreglar para obtener:

Ko _ [HZOZ]WZ VWZ (13)
b ([HZOZ]Wl— [HZOZ]Wz)]/OSZ

Equilibrio 1 Equilibrio 2

0s, 05,

T . [H202]£=51 _ [H202]052
? " [H;0:]w, [Hz0:]w,

. [HOulw, Vi,
Ko = H2041w, — [H2021w,)Vor,

Wy Wy

Medimos Medimos
{HZOZ}WI {HZOZ}WZ

Figura 12. Esquema del sistema de doble reparto utilizado para calcular el coeficiente de reparto en de H,0, entre
solventes organicos y agua.
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En el caso del 1-octanol se mezclaron 0.5 mL de 1-octanol y 0.5 mL de agua con 10 mM H,0, (Figura 13),
en el caso del Aceite de oliva se mezclaron 0.5 mL de aceite de olivay 0.5 mL de agua con 200 mM H,0, y
en el caso de Hexadecano se mezclaron 1mL de hexadecano y 0.5 mL de agua con 2 M H,0,. Estas

concentraciones se determinaron empiricamente, para permitir medir H,0; en w2.

Para cuantificar el H,0, se tomaron alicuotas de las fases w1l y w2, se las llevé a la dilucién adecuada y se
las incubd por un minuto en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 5, con 0.1 mM de acido 2,2'-azino-bis-
[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico] (ABTS), en presencia de 0.05 U de enzima de peroxidasa de rabano (HRP)
71, El radical cation ABTS®** generado en la reaccidn se cuantificd midiendo absorbancia a 734 nm e
interpolando con una curva de calibracidon hecha en paralelo para concentraciones conocidas de H,0,. Las
soluciones de H,0,y ABTS se prepararon en el momento y cada experimento se realizé por triplicado. Para
determinar la dependencia del reparto con la temperatura todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente y a 37 °C.

0.5 mL de octanol pre equilibradocon agua +

0.5 mL de agua pre equilibrada con octanol 10 mM H,0O,
- Equilibrado bajo agitacion durante 30 min

m Centrifugacion
5min, 5000 g

of

50y 100 uL de fase organica +

1 mL de agua
- Equilibrado bajo agitacion durante 30 min

v m Centrifugacién

Cuantificacion de H,0,en w, 5min, 5000g

- Dilucion 1: 2500
- 0.5 mL de dilucion + 500 mLHRP/ABTS

Cuantificacién de H,O,en w,

-2 0.5mL + 0.5 mLHRP/ABTS

Figura 13. Esquema de experimento de determinacién de reparto de H,0, entre agua y 1-octanol.
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Preparacion y purificacién de liposomas

El primer paso para la obtencién de liposomas fue el secado de lipidos, para esto en un tubo de ensayo se
colocaron mezclas de 1 a 10 mg de lipidos en cloroformo en la relacién molar deseada, se evaporo el
cloroformo gaseando con Ar o Ny, y girando el tubo de forma que se forme una pelicula de lipidos en el
fondo y las paredes del mismo. Una vez que estuvieron visiblemente secos se dejaron los tubos

conectados a un sistema de vacio por 2 horas para eliminar trazas de solvente organico.

Tabla 3. Lipidos utilizados para la sintesis de liposomas.

Masa molecular

Abreviacion Tm (°C)
(g mol?)
Dimiristoilfosfatidilcolina DMPC 677.95 24
Dioleoilfosfatidilcolina DOPC 786.113 -17
Dipalmitoilfosfatidilglicerol DPPG 744,952 41
Palmitoiloleoilfosfatidilglicerol ~ POPG 770.989 -2
Colesterol Chol 386.65

Las temperaturas de transicion fueron obtenidas de 72.

En segundo lugar, se obtuvieron vesiculas multilamelares (MLV) mediante rehidratacion de los lipidos,
agregando 1 mL de tampdn fosfato de sodio 50 mM pH 7, o de catalasa de higado bovino (Sigma) ~2
mg/mL en tampdn fosfato de sodio 50 mM pH 7 previamente filtrada con filtro 0.22 um y se dejé
mezclando bajo agitacidn o vortexeando cada 10 minutos, por 30 minutos, a una temperatura de por lo

menos 10 °C por encima de la temperatura de transicion (Tm).

Para la obtencién de liposomas unilamelares de didmetro uniforme se pre filtré esta suspension de MLV
con filtro de 0.22 um de poro y se realizaron 19 pasajes por un mini-extrusor de alta presién (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA) utilizando membranas de policarbonato de 200 nm de poro (Nucleopore track-

etch, Whatman, USA) a una temperatura 10 °C por encima de la Tn,.

Para la obtencién de vesiculas uniformes de 1 um de didmetro la suspensién de MLV paso 19 veces por el
mini-extrusor utilizando membranas de policarbonato de 1 um de poro a una temperatura 10 °C por

encima de la Th,.
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Se probaron varias estrategias de encapsulaciéon y separacion de liposomas con catalasa que no
funcionaron, incluyendo intentos de separar los liposomas con catalasa de la catalasa libre con

intercambio idnico, que no se detallaran, pero que llevaron tiempo.

Finalmente, la mejor estrategia para separar los liposomas con catalasa de la catalasa libre fue la
cromatografia de exclusion molecular. Para ello se utilizd una columna Superdex 200 (GE Healthcare)
conectada a un HPLC Agilent Infinity 1260 cuaternario con detector de absorbancia de arreglo de diodos
(1260 DAD VL) y fluorescencia (1260 FDL), con inyeccidon manual. Se registré absorbancia a 210 nm donde
ademas de absorber los enlaces peptidicos y enlaces de las cadenas laterales de algunos aminodacidos se
da la mayor dispersién de luz por los liposomas, a 280 nm donde absorben los residuos aromaticos de las
proteinas, y a 400 nm donde absorbe la banda de Soret de la catalasa y emisidn de fluorescencia a 350
nm excitando la muestra a 280 nm. Ademas, se registraron espectros de absorbancia 200 a 700 nm. Se
utilizé fosfato de sodio 50 mM pH 7 como fase mavil, a un flujo de 0.45 mL/min. De esta manera se

obtuvieron liposomas con catalasa encapsulada, sin catalasa libre.

Determinacion del radio hidrodindmico

Las medidas de radio hidrodinamico, fueron realizadas empleando un equipo de dispersion de luz
dinamica de angulo fijo (DLS, Brookhaven, USA), que funciona con una fuente de luz laser a 659 nm de
longitud de onda, con un angulo fijo de medida a 90°. Se utilizaron diluciones adecuadas de liposomas
purificados en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7 previamente filtrado. Por cada muestra se realizaron
6 medidas de 5 minutos cada una, a 25 °C, y la funcién de correlacién se analizdé con un algoritmo de

distribucién de tamafio de tipo continuo.

Determinacion del coeficiente de permeabilidad

El calculo del coeficiente de permeabilidad se basa en el principio de latencia enzimatica “ %/,

que
establece que si una enzima esta encapsulada por una membrana y la membrana no es completamente
permeable, entonces se formard un gradiente de concentraciones a través de lamembranay se observara

una diferencia en la velocidad de descomposicién del H,0,.

El coeficiente de permeabilidad (Pm) de las membranas de los liposomas se determiné mediante el método

de retardo enzimatico a partir de %/,

(14)
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donde ks es la constante de pseudo-primer orden para el consumo de H,0, (10 mM) por la catalasa en el
interior del liposoma, obtenida a partir de la velocidad de consumo de H,0; por la catalasa en la solucién
con la que se prepararon los liposomas y asumiendo que la concentracién de catalasa en los liposomas es

la misma que la determinada en la solucién de hidratacion.

R es la relacién entre las pendientes resultantes de graficar las velocidades iniciales de consumo de
perdxido en funcién del volumen de liposomas, en preparados de liposomas enterosy lisados. A es el drea
y V el volumen del liposoma. La derivacién de esta ecuacidon se presenta mas adelante junto con los

resultados de permeabilidad.

Para el ensayo, los liposomas se lisaron mediante 5 pasajes de una alicuota de los liposomas purificados

diluida al décimo por el mini extrusor utilizando una membrana de poro de 30 nm.

Las medidas de consumo de H,0, por la catalasa se llevaron a cabo en espectrofotémetro o utilizando un
equipo de flujo detenido SX20 Stopped Flow Spectrometer (Applied Photophysics, Surrey, Reino Unido),

donde el consumo de H,0; se siguid por absorbancia a 240 nm.

Se mezclaron distintas concentraciones de liposomas, enteros y lisados con 10 mM de H,0; y se midié por
1 minuto siempre y cuando el consumo no superara el 10 % del H,0; inicial. Las determinaciones se

realizaron a 25y 37 °C por duplicado, triplicado, o mayor nimero de repeticiones.

Determinacion de la energia de activacion

La energia de activacidn del proceso de permeacidon para membranas compuestas por DMPC:DPPG:Chol

(4:1:5) se determind segun la ecuacion de Arrhenius,

E
P, = Ae”RT (15)

donde Ea es la energia de activacion, R la constante universal de los gases, T la temperatura absolutay P,
el coeficiente de permeabilidad determinado como se detalla en el apartado anterior 72 para un rango de

temperaturas de entre 20y 42 °C.

Fluidez de la membrana

Se incubaron 1 mL de una dilucién 1/10 de liposomas preparados sin catalasa (~1.6 mM) con 1 mL de
laurdan 2 uM durante 1 hora, a 27 °C protegido de la luz. El laurdan se preparé 1 mM en etanol, se alicuotd

y almacend a -20 °C. Al momento de usar se llevd a 2 uM en buffer, inyectando 10 pL de la solucién inicial
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en 5 mL de buffer bajo agitacidn vigorosa. Todas las soluciones se almacenaron protegidas de la luz. Para
la determinacidn de la polarizacién generalizada, se registraron espectros de emision de laurdan entre
400 y 600 nm excitando la muestra a 360 nm en un Fluorometro Chronos FD (ISS, USA) con lampara de
Xendn y monocromadores con un ancho de rendija de 4 nm. La temperatura se controlé mediante
portacubetas equipado con Peltier. El procesamiento matemdtico de los resultados se detalla en

Resultados.

Extraccion de lipidos de globulos rojos

La sangre se obtuvo de donantes sanos de sexo masculino menores de 45 afios que asistieron a la Catedra
y Departamento de Hemoterapia y Medicina Transfusional del Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina.
Los concentrados de gldbulos rojos se obtuvieron mediante centrifugacién de las bolsas usando una
centrifuga Roto Silenta 63RS (Hettich, Alemania) a 2.200 rpm a 202 C para eliminar el plasma y las
plaguetas, conservandose el preparado a 42 C en bolsas de transfusién conteniendo solucién salina-
adenina-glucosa (SAGM). El protocolo de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital y
a los donantes se les solicitd la firma de un consentimiento informado. Antes de proceder a remover las
muestras de la bolsa el contenido se homogenizé con movimientos suaves, y se repartieron ~240 mL de

sangre a 16 tubos falcons de 50 mL.

Lavado de GR. Se centrifugd a 800 g x 4 minutos en centrifuga sigma 2-16KL (Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Alemania), se descartd el sobrenadante, se agregaron varios volumenes de PBS isotdnico (315
mOsm) se homogenizd con movimientos suaves y se volvid a centrifugar a 800 g por 4 minutos

descartando el sobrenadante.

Lisado de GR y purificacion de fantasmas. A estos pellets se les agregd ~5 volimenes de PBS hipotdnico
(20 mOsm), se paso el contenido de los 16 tubos a 3 tubos de centrifuga de 500 mL aproximadamente y
se los centrifugd a 14000 g, a 4 °C, por 25 minutos en centrifuga Beckman J2-21 (Beckman, USA), se
descarté el sobrenadante y se repitid tres veces este proceso, dos veces resuspendiendo los pellets con
agua ultrafiltrada milli Q (Millipore) y por ultimo resuspendiendo los pellets en PBS 20 mOsm. Finalmente,
se descarté el sobrenadante, y se alicuotaron los pellets en 2 tubos de 50 mL que se almacenaron a -80

°C.

Extraccion de lipidos. Se descongeld uno de los tubos de fantasmas, se resuspendié en PBS y se centrifugd
a 12000 g, a 4 °C por 20 minutos. Se colocaron 3.2 gramos de pellet en un Erlenmeyer, se le agregaron 30

mL de metanol y se agitd por 30 s, a esa mezcla se le agregd 60 mL de cloroformo y se agité por 1 minuto,
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con ayuda de un embudo se pasé la mezcla por papel de filtro. A la solucidn filtrada se le agregd 23.3 mL
de solucién de KCI 0.88 % fria, se agitd bien y se repartié el contenido en 3 tubos de 50 mL para centrifuga,
se centrifugd a 1000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Se descartd la fase acuosa de los 3 tubos, y con pipeta de
vidrio teniendo cuidado de no arrastrar fase acuosa se pasd la fase orgdnica a un baldn de vidrio
previamente pesado. El baldn se rotavapord en condiciones suaves a 37 °C y una vez evaporado todo el
contenido liquido se volvid a pesar el baldn para determinar la masa de lipidos. Finalmente, se le agregd
1 mL de cloroformo y se tapd con doble parafilm, a continuacion, se hizo girar el balén para disolver los

lipidos depositados en las paredes, finalmente se almacend la solucién a -20 °C en un vial de vidrio.

Re purificacidon de fantasmas. Se descongeld 1 tubo de fantasmas y se lo mantuvo en frio, se homogenizé
y se repartid el contenido en 6 tubos de 50 mL, se le agregd PBS isoosmético con 0.5 mM DTPA, se
homogenizd y centrifugd a 12000 g por 15 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se agregd PBS
20 m Osm 0.5 mM DTPA, se volvié a homogeneizar y centrifugar a 12000 g por 25 minutos a 4 °C. Se volvié

a lavar con PBS varias veces hasta que el sobrenadante se vio limpio y el pellet blanquecino.

Figura 14. Purificacion de fantasmas de GR y extraccion de lipidos. Se muestran dos purificaciones de lipidos. En
la primera (arriba) no se pudo eliminar completamente la hemoglobina, que se evidencia en el papel de filtro.
Esos lipidos se descartaron. En la segunda purificacion se invirtié mas tiempo en eliminar la hemoglobina de los
fantasmas de eritrocitos (panel inferior izquierdo), lo que resulté en una purficacién exitosa de los lipidos de GR.
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RESULTADOS
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Coeficiente de reparto del H,0, entre agua y solventes orgdnicos

Como ya vimos en la introduccion las membranas lipidicas no se comportan como un bloque homogéneo.
Debido a la estructura ordenada que adoptan los fosfolipidos que forman parte de la bicapa, a medida
gue un soluto que atraviesa la membrana avance en sentido del eje transversal, se va a encontrar con
distintos entornos. Esto implica que, tanto la difusion como la solubilidad van a variar de un punto a otro

de la membrana %’.

En este trabajo como primera aproximacion a la solubilidad del H,0, en la membrana lipidica, usamos
solventes orgdnicos que se han usado muchas veces antes para representar la membrana, a saber, 1-
octanol, aceite de oliva y hexadecano® %, Estos disolventes difieren en polaridad como lo demuestran las
diferentes constantes dieléctricas (Tabla 4), y se puede considerar que representan diferentes regiones
de la membrana. Usando lipidos etiquetados con sondas de spin, Marsh calculé que la constante
dieléctrica en el centro de la bicapa es cercana a 2, y esta region se extiende hasta la mitad de la regién
hidrocarbonada, para luego aumentar hasta 4 7. Simulaciones de dindmica molecular indican que la
constante dieléctrica en el centro de la bicapa seria 1, incrementando hasta 4 al acercarse a la zona
adyacente a los grupos carbonilo, e incrementandose a valores mayores que el agua en la region polar de
la interfase dominada por los grupos fosfato y colina 7 7%, Por lo tanto, el hexadecano representaria la
region del medio de la bicapa, el 1-octanol la mas cercana a los grupos carbonilo, y el aceite de oliva la

region intermedia.

Para determinar la solubilidad del H,0; en los distintos solventes organicos utilizamos un método de doble
reparto esquematizado en la Figura 12 de materiales y métodos. El cambio de energia libre de

transferencia del H,0, desde la fase acuosa a la orgdnica para los tres solventes se calcul6 a partir de:

AGyyos = —R T In(Kp) (16)

donde R es la constante universal de los gases (8,314 J mol™ K™) y T es la temperatura absoluta en K. El
valor de AG°y-os €s un indicativo de la espontaneidad del proceso de transferencia del soluto desde el

agua hasta el medio organico.
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Tabla 4. Constante dieléctrica (g) de distintos disolventes, coeficientes de reparto (Kp°) de H,O, entre agua y
disolvente orgdanico y energia de Gibbs de transferencia (AG°w-os) a 25 °C.

€ Ko° 1/Ky° AG®y~os (kJ/mol)
Hexadecano 2.05 (8.2+0.6) x10°® (122 +8)x 103 29.0+0.1
Aceite de oliva 3.07 (1.0£0.2)x10°  (1.0£0.2)x10°  16.8+0.2
1-Octanol 10.3 (6.6 +0.4) x 102 15+1 6.7+0.1
H,O 78.4

Las constantes dieléctricas a 20 °C fueron obtenidas de 77 7%,

Como era de esperar, la solubilidad en disolventes orgdnicos fue significativamente menor que en agua.
La solubilidad en 1-octanol, un solvente utilizado a menudo como representativo de las membranas
lipidicas, fue 15 veces menor que en agua, en aceite de oliva fue 1000 veces menor que en agua, mientras
gue en hexadecano fue 122000 veces menor que en agua (Tabla 4). En todos los casos la energia de Gibbs
es positiva, indicando que la transferencia desde el agua al solvente orgdnico es termodinamicamente

desfavorable.

Mediante el grafico de van’t Hoff (ecuacidon 17) construido a partir de los datos de Kp° a distintas
temperaturas (In(Kp®) vs. 1/T) se calculé el cambio entélpico estdndar AH°.-os ¥ el cambio entrépico
estandar de transferencia AS°w-os (Tabla 5) asumiendo que estas propiedades no cambian con la

temperatura en el rango estudiado.

AH® 1 4 AS° (17)
R T R

In (Kp) = —

Para identificar el efecto dominante en la transferencia, es decir, cambios de energia o cambios en la
organizacién molecular, se calculé mediante las ecuaciones 18 y 19 7 la contribucidn relativa de la

entalpia, % Cn y entropia, % Crs a la energia libre de transferencia.

|AHg— o]

% =100 - -
oo |AH; 05| + [TASy— o5

(18)

34



|TAS G- o0s|
|AH;V_’OS| + ITAS;V—)OSI

% s = 100 (19)

Tabla 5. Energia de Gibbs, entalpia y entropia para la transferencia de H,O, desde el agua a los distintos solventes
organicos. Contribucion relativa de la entalpia y a entropia.

AGoW"OS AHoW"OS A~$°W_'OS

(ki/mol) (W/mol)  (/molk) PO % Grs
Hexadecano/H,0 29.0 26.4 -8.7 91.1 8.9
Aceite de oliva/H.0 16.8 80.7 216.4 55.6 44 .4
1-Octanol/H,0 6.7 5.9 -2.6 88.3 11.7

El término entalpico domina sobre el entrépico, y esto probablemente se deba a que los enlaces de

hidrégeno que forma el H,0, con el agua, se pierden al pasar al solvente orgdanico.

En el caso del octanol y el hexadecano se observan valores bajos y negativos de entropia, esta perdida de
entropia posiblemente se debe a que la transferencia del perdxido desde la fase acuosa a la organica le

quita libertad a las moléculas de solvente organico que rodean a las moléculas de perdxido.

En funcidn de las constantes dieléctricas, podemos proponer que la solubilidad en la regién central de la
bicapa estaria representada por la solubilidad en hexadecano, y la solubilidad en la regién intermedia D
por la solubilidad del 1-octanol, y modelar el perfil de solubilidad esperado a través de la membrana, asi

como la energia libre de solvatacién asociada a dicha posicién (Figura 15).
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Figura 15. Modelo del perfil de solubilidad y Energia de Gibbs de transferencia del H,0, desde la fase acuosa a 25
°C. Se representan diferentes regiones. A: capa de agua libre, B: capa de moléculas de agua que interactian con
la membrana, C: regidn de las cabezas polares de los fosfolipidos, D: regidn de los acilos cercanos a los carbonilos
y E: regidn central de la bicapa. Ko® en las distintas regiones esta representado por el reparto de H,0; entre agua
y octanol (D), agua y hexadecano (E) y agua y una fase acuosa hipotética (A).

Se puede apreciar una gran barrera de energia de Gibbs en el centro de la bicapa, sugerida por la baja
solubilidad en hexadecano. Este resultado sugiere que la permeabilidad de las bicapas lipidicas al H,0;

serd baja.

Aunque hay varias simulaciones de dinamica molecular sobre la distribucién de energia libre de H,0; a
través de la bicapa (Figura 6) 3!, estas no tenian referencia experimental, porque hasta este informe no

habia valores reportados de solubilidad de H,0; en solventes orgdanicos en la literatura.

El valor de AG° es comparable con el valor de energia libre de activacién para la permeacién de H,0; a
través de una bicapa de DOPC obtenido mediante simulaciones de dindmica molecular que se estimé en

33 +4 kJ/mol?L. Y por el obtenido experimentalmente en liposomas de PC, 36.8 kJ/mol °°.
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Permeabilidad

Para estudiar la permeabilidad al H,0, de la porcién lipidica de la membrana se recurrié al uso de
liposomas, microvesiculas esféricas que consisten en una o multiples bicapas lipidicas que encierran un
compartimento acuoso. Fueron descubiertas en los afios 60 ¥ y desde entonces se han empleado
principalmente como modelos para estudiar propiedades de las membranas y como transportadores de
drogas !, ya que se les pueden cargar moléculas hidrofilicas en su interior acuoso o lipofilicas en su

membrana.

Se suelen clasificar en funcién de su tamafio y grado de lamelaridad (Figura 16). Su estabilidad va a

depender entre otras cosas de la composicion lipidica y el tamaiio.

Suv LUV Guv MLV MvvVv
<200 nm 200 nm -1 pm >1 pum >0.5 um

Figura 16. Clasificacion de liposomas segin tamaiio y grado de lamelaridad. Los liposomas unilamelares se
clasifican en pequefos, grandes y gigantes, SUV, LUV y GUV respectivamente. Cuando estdn compuestos por
mayor nimero de bicapas se clasifican en multilamelares (MLV) los que constan de varias capas concéntricas y
multivesiculares (MVV) los compuestos por varias vesiculas pequefias atrapadas en otras mas grandes. Las siglas
provienen de su clasificacién en inglés: SUV: small unilamellar vesicle; LUV: large unilamellar vesicle; GUV: giant
unilamellar vesicle; MLV: multilamellar vesicle; MVV: multivesicular vesicle. Adaptado de 5% %3,

Al igual que las membranas bioldgicas la fluidez de estas vesiculas va a depender de su composicién y de
la temperatura. En funcion de la temperatura, los lipidos de membrana pueden encontrarse en dos
estados o fases diferentes: fase sélido-ordenada (también llamada fase gel o Lg), donde las cadenas
hidrocarbonadas estan mas rigidas y mejor empaquetadas, o fase liquido-desordenada (también llamada
L,), donde las cadenas hidrocarbonadas presentan mayor movilidad. La temperatura requerida para
inducir un cambio en el estado fisico de los lipidos desde la fase gel a la fase fluida se denomina
temperatura de transicién de fase (Tm) (Figura 17). La Tm aumenta con la longitud de la cadena

hidrocarbonada, y disminuye con el incremento en el grado de insaturacién de las cadenas de los lipidos
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84 En el caso de bicapas constituidas por un solo tipo de lipidos la T, esté bien definida, en cambio, en el

caso de las membranas biolégicas o bicapas compuestas por mezclas lipidicas mas complejas la transicidn

de un estado a otro se va a producir en un intervalo de temperaturas.

Degree of conversion

0.5

i
Ll

Ordered,
solid like

Disordered,
fluid like

40
Temperature, T (°C)

Preparacion y caracterizacion de liposomas

Figura 17. Transiciéon de fase en las
bicapas lipidicas. El  diagrama
representa la transicion entre las fases
sélido-ordenada (izquierda) y liquido-
desordenado (derecha) de una bicapa.
Alrededor de la temperatura de
transicion de fase, Tm, ambas fases
coexisten. Tomado de .

Para poder determinar la permeabilidad al H,0; en liposomas fue necesario poner a punto un método de

preparacion y purificacion de liposomas adecuado. Luego de varios ensayos donde se varié la composicién

lipidica, el didmetro de los liposomas, la solucidon de hidratacion y el método de purificacion; se logré

sintetizar mediante extrusion liposomas unilamelares de 0.2 um de didmetro con catalasa encapsulada.
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Figura 18. Cromatograma de purificacion de liposomas DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) mediante cromatografia de
exclusion molecular (A) espectros de absorcidn de los principales picos a t=17 min (B) y t = 29 min, con espectro
de catalasa inserto (C).

En el cromatograma de la purificacion (Figura 18) se puede ver que utilizando la columna de exclusidn
molecular Superdex 200 30/10 GL los liposomas salen en el frente, alrededor de los 17 minutos, mientras
que la catalasa libre en solucién queda retenida por la columna, eluyendo alrededor de los 29 minutos.
Los liposomas se colectaron para su posterior caracterizacion y uso en la determinacion de la
permeabilidad. La presencia de catalasa en los liposomas no se evidencia directamente por la absorbancia,
pero si por la fluorescencia de la proteina (Figura 18). Mas adelante también se hard evidente su presencia

por la actividad enzimatica con el H,0.

Como parte de la caracterizacion de los liposomas se les determind el radio hidrodindmico mediante

dispersién dindmica de la luz (DLS). Esta técnica consiste en iluminar una muestra con haz de luz, el
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movimiento de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz se disperse con diferentes
intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad con el tiempo se obtiene la velocidad del

movimiento browniano que va a estar dada por el coeficiente de difusion traslacional.

Si en una solucidn particulas esféricas se mueven de forma aleatoria, se aplica la ecuacién de Stokes-
Einstein

kg T

_ 20
6 7Ry (20)

donde D es el coeficiente de difusion traslacional, kg la constante de Boltzmann, Tla temperatura absoluta,

n la viscosidad y Ry el radio hidrodinamico.

De esta forma a partir de determinar la velocidad de difusién de las particulas en una muestra y
conociendo la temperatura y la viscosidad de la misma se puede calcular el tamaiio. El diametro
hidrodinamico efectivo promedio para liposomas de DMPC:DPPG (9:1) fue de 191 + 27 nm y para
liposomas de DOPC:POPG:Chol (6.5:1:2.5) fue de 207 + 41 nm con un indice de polidispersién medio de
0.09 £ 0.01 y de 0.06 £ 0.01 respectivamente. Los valores de polidispersidon obtenidos, por debajo de 0.1
indican una distribucion de tamafios homogénea de las particulas en las muestras, consistente con lo

esperado al preparar los liposomas por extrusion %,
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Figura 19. Analisis multimodal de distribucion de tamafios de liposomas por DLS. El radio hidrodinamico se
determiné mediante dispersion de luz para: A. Liposomas compuestos por DMPC:DPPG (9:1). B. Liposomas
compuestos por DOPC:POPG:Chol (6.5:1:2.5)
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Determinacion de la permeabilidad al H;0;

Para la determinacion del coeficiente de permeabilidad se utilizé el método de latencia enzimatica?’ . Este
método se basa en que si la membrana constituye una barrera de permeabilidad que limita la difusién del
substrato hacia la enzima, entonces la velocidad de consumo de H;0, por la catalasa contenida en los
liposomas tiene que ser menor que la de la catalasa libre en solucién. Si no hay otro factor que limite la
velocidad, la permeabilidad se puede calcular conociendo la relacién entre ambas velocidades (Figura 20).
Este método tiene la ventaja que no asume que la velocidad de permeacién del H,0; a través de la
membrana es mucho menor que la velocidad de consumo por la catalasa, sino que asume que son del

mismo orden y se toma en cuenta.

En condiciones de estado estacionario:

171:U2+U3

<3 (Y7 kpe?"m [HZOZ]out = kperm [Hzoz]in + k3 [Hzoz]in
S HO0,
oS -
- A <5 (k + k3)
&3 AP o [1:02oue =~ [H, 0,
o« e L 3 g perm
== : =
o=
% H,0+120, _ kperm_ [H:05]in
7 &\ R_(k +ks)  [Hy0,]
:}, perm 3 2U2]out
% 999a00 :ﬁ%ﬁ*
DW\L.
ks R
kperm = m
vy = k1 [H302]oue
vy = ky[Hy07]in
= k3[H,0,];
U3 3[H20;]in , k, R
klzkzzkperm:PmV V(l_R)

Figura 20. Determinacion del coeficiente de permeabilidad, P, para el H,0,. En condiciones de estado
estacionario, si el consumo de H,0, dentro del liposoma (k3) no es despreciable, la concentracion de H,0, dentro
del liposoma ([H,0:]in) sera inferior a la concentracién fuera ([H202]out). La magnitud del gradiente (R) depende
del valor relativo de la velocidad de consumo intracelular (ks) comparado con la velocidad de difusion a través de

la membrana (kperm), y viene dada por kperm/(Kperm* k3). Pm, coeficiente de permeabilidad para H,0,; A/V, relacion
entre el dreay el volumen del liposoma. Adaptada de #
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El gradiente entre la concentracién de H,0, dentro ([H20.]in) y fuera ([H20:]out) del liposoma, R, es
independiente de la concentracidn de H,0; y se puede obtener de la relacién de la velocidad de consumo
de H,0; entre liposomas intactos y lisados 6. Para obtener R, se midi la velocidad de consumo de H,0,
por catalasa en liposomas intactos y en liposomas lisados y se calcula la razén entre las pendientes del
grafico de velocidades iniciales en funcidon del volumen de liposomas. De esta manera se controla la

linealidad de la respuesta y se disminuye el error en la determinacién de R.

Para cada experimento se calculd ks determinando la actividad de la catalasa utilizada para la sintesis de
los liposomas por absorbancia a 240 nm, y controlando la concentracidn por absorbancia a 276 nm (E
276nm ° = 36.5 g1 Lecm™) 7. La constante k; es la constante de seudo-primer orden de la catalasa dentro de
los liposomas (ks = k[cat]). Se asumié que la concentracién y actividad de la catalasa dentro de los

liposomas no cambié respecto a la que se utilizé para formarlos.

Para el lisado de las vesiculas se ensayaron distintas técnicas, choque osmdtico con ciclos de
congelado/descongelado, utilizacion de detergentes y pasaje sucesivo por una membrana con poros de

30 nm (Figura 21).
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Figura 21. Optimizacion del lisado de liposomas. A. Lisis por choque osmadtico mediante ciclos de congelado a -
20 °C / descongelado 35 °C. B. Lisis con detergente Triton X-100 al 5 %. C. Lisis mecanica mediante sucesivos
pasajes por membrana con poros de 30 nm.

La lisis osmotica se ensayo diluyendo diez veces los liposomas purificados en agua, seguido de ciclos de
20 minutos de congelando de la muestra a -20 °C en freezer y descongelando en bafio de agua a 35 °C.
Para evaluar la eficiencia de este método se graficd actividad catalasa en funcién de los ciclos de

congelado/descongelado (Figura 21.A) y se ajusté a una hipérbola segun la ecuacion:

42



_ (Amax - yO)x (21)
a k+x Yo

A partir de esta ecuacién se calcularon los ciclos necesarios para obtener un 95 % de la actividad maxima,
el resultado arrojé que se precisan 20 ciclos de congelado/descongelado, lo que en las condiciones
experimentales que estdbamos usando, nos hubiera llevado mds de 6 horas. Por otro lado, con este
método se corria el riesgo de ir perdiendo actividad catalasa en cada ciclo. Por estos motivos se decidid

ensayar otras formas de lisar los liposomas.

En segundo lugar se probd lisar con tritén X-100 un tensoactivo no idnico al 1y 5 % (Figura 21.B), método
reportado para la lisis celular %, pero no se obtuvieron los resultados esperados. La velocidad de consumo

de perdxido por los liposomas no aumenté al tratarlos con tritén X-100.

Por ultimo, se probé lisar los liposomas mecdnicamente mediante sucesivos pasajes por el extrusor con
una membrana de 30 nm de didametro (Figura 21.C). Se graficé actividad catalasa en funcién de los pasajes
y se ajustod a una funcién exponencial. A partir del segundo pasaje tenemos mds del 95 % de la actividad
maxima y a partir del tercero un 99 % sin aparente pérdida de actividad debida a los sucesivos pasajes,

por lo que para estar seguros se usé como método de lisado 5 pasajes sucesivos por el extrusor.

Una vez que el método de sintesis, purificacion y lisado de los liposomas estuvo puesto a punto nos

dispusimos a determinar los valores de permeabilidad.

Efecto de la temperatura y colesterol en liposomas de DMPC:DPPG

Comenzamos estudiando la permeabilidad en liposomas formados por fosfolipidos de cadenas
hidrocarbonadas saturadas que favorecen un empaquetamiento mds ordenado de los lipidos en la
membrana que los fosfolipidos con cadenas hidrocarbonadas insaturadas, utilizamos DMPC y DPPG
(Figura 22) en relacion molar 9:1. Los lipidos con carga (PG) se incluyeron porque favorecen la estabilidad

de los liposomas, evitando que se fusionen %,
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Figura 22. Estructura de los fosfolipidos saturados utilizados para la sintesis de liposomas.
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Figura 23. Determinacion de P,, en liposomas de DMPC: DPPG: Chol (4: 1: 5). A. Velocidad de consumo de H,0,
(10 mM) a 25°C en liposomas de enteros (rojo) y lisados (azul) determinados por absorbancia a 240 nm medidos
en flujo detenido. B. Comparacion de la velocidad de consumo de H,0, por liposomas enteros y lisados. Las
velocidades iniciales se determinaron cinco veces por cada volumen de liposomas, obteniéndose una dispersion
de los datos mas pequefia que los puntos del grafico.

Enla Figura 23.A se muestra a modo de ejemplo la determinacion de velocidad inicial de consumo de H,0;
en liposomas enteros y lisados. Se puede apreciar que la velocidad inicial de consumo de H,0; por la
catalasa es mayor cuando ésta se encuentra libre debido a la lisis de los liposomas, evidenciando el papel
de la membrana como barrera para el pasaje del H,0,. A partir de estas velocidades iniciales se construye
el grafico secundario en la Figura 23.B, y la relacidn entre las pendientes es R. Para cada experimento se
determina ks, mediante la determinacién de la actividad de la solucion de catalasa empleada. Con esos
dos valores, y el diametro de los liposomas, se calcula el Py, utilizando la ecuacién 14, también mostrada

en la Figura 20.
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Para evaluar el efecto de la temperatura se repitid el experimento a 37 °C (Figura 24.A). Los resultados
mostraron que en los liposomas de DMPC:DPPG (9:1) la permeabilidad parecid disminuir al aumentar la
temperatura, a priori esto parece contradictorio, ya que la fluidez de la membrana aumenta con la
temperatura y uno esperaria que la permeabilidad aumentara cuando la membrana se encuentra en un
estado mas fluido. Una posible explicacién podria ser que se intenté medir el Py, demasiado cerca de la
Tm. Estos liposomas estdn compuestos en un 90 % por DMPC, cuya temperatura de transicidon de fase gel
a liquido-desordenado es de 24 °C. Existen varios reportes que muestran que el P, para otros compuestos
aumenta a la temperatura de transicion, probablemente por la coexistencia de fases en la membrana y
mayores defectos de empaquetamiento de los lipidos, que permiten el pasaje de los compuestos %. La
gran variacion que se obtuvo para los valores experimentales del P, a 25°C apoya esta hipdtesis (Figura

24).

A continuacién, se estudié como afecta a la permeabilidad el agregado de colesterol a los liposomas. Se
ensayaron liposomas de DMPC con 10% de DPPG y 25 o 50% de colesterol. En ambos casos a 25 °C la
permeabilidad aumentd con respecto a los liposomas sin colesterol, la diferencia entre los liposomas con

25 % y 50% colesterol no fueron significativas (Figura 24.B).
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Figura 24. Efecto de la temperatura y colesterol en P, al H,0, en membranas DMPC:DPPG. A. Liposomas
compuestos por DMPC:DPPG (9:1) a 25 °C y a 37 °C. b) iposomas compuestos por DMPC:DPPG (9:1) (azul),
DMPC:DPPG:Chol (6.5:1:2.5) (anaranjado), y DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) (rojo) a 25 °C. B. Todas las medidas se
realizaron en liposomas de 200 nm de diametro.
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Efecto de la temperatura y colesterol en liposomas de DOPC:POPG

A continuacién, se estudié la permeabilidad en liposomas de fosfolipidos con insaturaciones en sus
cadenas hidrocarbonadas, a priori esperdbamos que el empaguetamiento de estas membranas fuera mas
desordenado, aumentando su fluidez y permeabilidad. Para estos liposomas se utiliz6 DOPC y POPG

(Figura 25) en relacién molar 9:1.
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Figura 25. Estructura de los fosfolipidos insaturados utilizados para la sintesis de liposomas.
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Observando la grafica de concentracion de H.O; en funcién del tiempo (Figura 26.A) se observo que las
velocidades de consumo de H,0, por la catalasa en liposomas enteros y lisados no se diferencia tanto
como en los casos anteriores. Esto se refleja en un aumento del R (valor mas cercano a 1) (Figura 26.B), y
un aumento en el valor de la permeabilidad calculada para los liposomas de cadenas hidrocarbonadas

insaturadas, con respecto a los liposomas del apartado anterior.
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Figura 26. Velocidad de consumo de H,0, (10 mM) a 25°C en liposomas de DOPC: POPG: Chol (4: 1: 5) enteros
(rojo) y lisados (azul) determinados por absorbancia a 240 nm medidos en flujo detenido (A). Comparacion de la
velocidad de consumo de H,0, por liposomas enteros y lisados (B).
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El experimento se realizd a 25 y 37 °C y en este caso como era de esperar la permeabilidad aumenta al

aumentar la temperatura (Figura 27.A).

También se examind el efecto del colesterol en estas membranas compuestas por fosfolipidos de cadenas
hidrocarbonadas insaturadas. Se vio que al agregar 50 % de colesterol la permeabilidad aumenta
alrededor de 10 veces. Debido a este aumento de permeabilidad, el gradiente de H,0, en los liposomas
disminuye y las pendientes de la grafica velocidad inicial en funcidn del tiempo se aproximan impidiendo
la determinacion de la permeabilidad en estas condiciones. El maximo P, que se puede determinar con

este método es de alrededor de 1.5 x 103 cm s

Para aumentar el limite superior de permeabilidad posible de determinar se probdé con aumentar la
concentracién de catalasa en los liposomas, de 3.7 uM a 7.4 uM, De esta manera se buscaba aumentar
ks, y bajar la concentracién de H,0, dentro del liposoma, logrando bajar R. Esto funciond para los
liposomas de DOPC:POPG (9:1), pero para los liposomas de DOPC:POPG:Chol (4:1:5) seguia siendo

insuficiente.

Para poder determinar la permeabilidad de estos liposomas finalmente se nos ocurrid sintetizar liposomas
de 1 um de didmetro con el doble de catalasa encapsulada, 7.4 puM. Analizando la ecuacién de
permeabilidad, encontramos que el término “drea/volumen” del liposoma, puede ser considerado
equivalente a 3/r, donde r es el radio del liposoma. Sustituyendo en la ecuacién 14 se obtiene la relacion:

3P,

R:k3r+1 (22)

Donde se puede observar que, a igual Pm, si raumenta, R va a disminuir, lo que nos permite medir mayores

valores de P,. Con estos cambios, el rango de determinacion de P, aumenta hasta 1.4 x 102 cm s
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Figura 27. Efecto de la temperatura y colesterol en P, al H,0, en membranas DOPC:POPG. A. Liposomas de 200
nm de didmetro compuestos por DOPC:POPG (9:1) a 25 °Cy a 37 °C. B. Liposomas compuestos por DOPC:POPG
(9:1) (azul), y DOPC:POPG:Chol (4:1:5) (rojo) de 200 nm y 1um de didmetro a 25 °C . C. Liposomas compuestos
por DOPC:POPG:Chol (4:1:5) de 200 nm y 1um de didmetro a 25 °Cy liposomas compuestos por DOPC:POPG:Chol
(4:1:5) de 1um de didametro a 37 °C.

Estos resultados fueron muy interesantes, pero también inesperados. Cuando las membranas se
encuentran en una fase fluida, como en lo liposomas DOPC:POPG (9:1) el colesterol aumenta la rigidez
disminuyendo la fluidez de la membrana, lo que se esperaba que resultara en la disminucion de la
permeabilidad. Por otro lado, cuando las bicapas se encuentran en un estado mas ordenado, como en los
liposomas de DMPC:DPPG (9:1), el agregado de una molécula rigida como el colesterol genera desorden
en el empaquetamiento de los fosfolipidos haciendo la membrana mas fluida, y podria ser mas permeable.
De acuerdo a lo observado por otros autores sobre el efecto del colesterol en la membrana y la

permeabilidad al agua®’, o incluso la permeabilidad al oxigeno %

, se esperaba que el agregado de
colesterol resultara en una menor permeabilidad. Ante la posibilidad de que la fluidez de las membranas
no fuera la esperada, por efectos imprevistos de la composicién lipidica, decidimos profundizar en el

estudio del estado fisico de las membranas.

Energia de activacion de la permeabilidad

A partir de los datos de permeabilidad a distintas temperaturas se determind la energia de activacion del
proceso de permeacion para liposomas de DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) debido a que fueron los mas

reproducibles de los liposomas DMPC, obteniéndose un valor de (1.3 + 0.2) x 10% kJ/mol. Para las

48



membranas de DOPC:POPG (9:1) y DOPC:POPG:Chol (4:1:5) que se cuentan con menos valores

experimentales y mayor dispersion de datos de Ea los resultados se expresan como media y rango (Figura

28).
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Figura 28. Determinacion de Ea para liposomas de DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) (A). Estimacion de Ea maxima y
minima para liposomas compuestos por DOPC:POPG (9:1) (B) y DOPC:POPG:Chol (4:1:5) (C). Valores de Ea

obtenidos para los distintos liposomas (D).
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Fluidez de membrana

Para intentar explicar la variacién de la permeabilidad con la composicién lipidica, el contenido de
colesterol y la temperatura se hizo un estudio de la fluidez de membrana de los distintos liposomas
sintetizados. Para estos experimentos se utilizé 6-lauroil, 1-2-dimetilamino naftaleno (laurdan) un
compuesto fluorescente sensible a la polaridad del ambiente sintetizada en 1979 por Gregorio Weber %2

Este compuesto, se intercala en la membrana y nos brinda informacidn del grado de empaquetamiento

y la rigidez de la membrana® (Figura 29).
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Figura 29. Laurdan. A. Momento dipolar de la molécula de laurdan (flecha gris) creado por la separacion de carga
parcial entre el 2-dimetilamino y el carbonilo. B. Diagrama que muestra los cambios en el momento dipolar de
laurdan (en gris) después de la excitacion del estado fundamental (So) a S1 y su posterior relajacién. C. La porcion
naftaleno de la molécula de laurdan se localiza en la membrana al nivel del glicerol de los fosfolipidos. La
reorganizacion de algunas moléculas de agua (puntos negros) localizadas alrededor del dipolo laurdan (flechas)
sera responsable del corrimiento espectral observado en las diferentes fases. Adaptado de®?

Cuando los lipidos de la membrana estan en una fase de gel, la emisién maxima de laurdan esta centrada
en 440 nm y cuando estdn en fase fluida la emision maxima se centra en 490 nm. Para cuantificar como

varia la fluidez con la temperatura utilizamos la polarizacién generalizada (GP) (Figura 30).”

Iyao — 1
Gp = 440~ 4% (23)
440 + Laoo
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laa0 € lago son las intensidades de emisién a 440 nm y 490 nm respectivamente, excitando la sonda entre
340y 360 nm. Una mayor GP indicaria una membrana mds rigida, mientras que una GP menor, una mas

fluida.

©
b

GP

Emission Intensity

20 =Y 200 224 oo R <) = L o = =4

wavelength temperature (celcius)

Figura 30. Medidas de GP. A. Espectros de emisidn de laurdan en liposomas unilamelares compuestos por DPPC

a 359C (1) y 509C (2). B. Efecto de la temperatura sobre GP para liposomas de DPPC, con T, = 41 °C. Tomado de
92

Fluidez en liposomas de DMPC:DPPG

Se hipotetizd que el inesperado decremento de la permeabilidad al aumentar la temperatura en los
liposomas de DMPC:DPPG (9:1) de 25 a 37 °C podria deberse a que la medida de permeabilidad se realizé
muy cerca de la temperatura de transicion del componente principal DMPC, regiéon en la cual se observan
anomalias. A su vez el DPPG vy el colesterol podria tener algin efecto en el estado de la membrana. Por
ello, se evalué el cambio de GP con la temperatura para liposomas de DMPC puros, de DMPC:DPPG (9:1)

y DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) (Figura 31).
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Figura 31. Espectros normalizados de emisidn de laurdan en liposomas de 100% DMPC (A); DMPC:DPPG (9:1) (B)
y DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) (C) a diferentes temperaturas excitando a 360 nm. Variacion de la polarizacién
generalizada de laudan con la temperatura para membranas de DMPC, DMPC:DPPG (9:1) y DMPC:DPPG:Chol
(4:1:5) (D).
Observando los espectros de las Figuras 31. Ay By el grafico de GP vs. temperatura (Figura 31.D) se vio
que el estado de fluidez de la membrana DMPC:DPPG (9:1) fue muy similar al de la membrana de 100 %
DMPC, con mayor pendiente de cambio de GP entre los 20y los 30 °C, lo que nos indica que en este rango
de temperaturas se esta dando la transicién de fase, donde pequefias variaciones en la temperatura

generan cambios importantes en la fluidez de la membrana. Esto concuerda con la alta variabilidad del

valor de permeabilidad determinado para estos liposomas a 25 °C.
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En el espectro de emisidn de laurdan de la membrana compuesta por 50 % de colesterol (Figura 31.C) se
observa que el maximo a 440 nm practicamente no se desplaza al aumentar la temperatura, lo que se
refleja en un valor de GP que varia poco con la temperatura. Esto sugiere que en este caso el colesterol
amortigua la desorganizacion de la membrana al aumentar la temperatura. Con esta proporcion de
colesterol (50%), las bicapas forman un estado conocido como liquido-ordenado, que tiene propiedades
de fases gel y fluidas. Lo mas notable es la pérdida de la temperatura de transicién, que ocurre porque el

colesterol fluidiza la fase gel, y ordena la fase fluida (Figura 31).

Fluidez en liposomas de DOPC:POPG

En el caso de los liposomas de DOPC:POPG se observa un aumento de GP cuando se agrega colesterol,
sugiriendo que se encuentra en un estado menos fluido, que coincide con lo esperado. En este caso el
colesterol se espera que ordene la fase fluida (Figura 32). Por lo tanto, los resultados de fluidez obtenidos

con laurdan coinciden con lo esperado de acuerdo a la literatura.
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El laurdan discrimina el orden lateral de la membrana en base a su estado de hidratacidn, que esta
correlacionado con el grado de compactacién de la membrana. En las figuras 31y 32 se puede apreciar el

corrimiento espectral que sufre esta sonda cuando estd en membranas de fase gel o fluida.

Sin embargo, si en las membranas hay una coexistencia de fase gel/fluida la posicion espectral es un
promedio, y este abordaje no nos permite establecer si la membrana es homogénea o existen dominios
con diferente composicién lipidica. Para estos casos seria deseable realizar medidas de tiempo de vida

media de fluorescencia del laurdan.

54



® pwmpcoopPpG | 25°C 97 e
6.7x10°—|®  DOPC:POPG
47x10°d[™ 0% chol : &

= 50% Chol .

. 2.7x107 - ' ]
7 .
Iw : % :
£ 6.5x10" = i
© 2.5%X107* : 0
~— ' .
° : h
© . .
=) . .
o . :
© 2.0x10 - 0 |
(] 0 H
€ D :
= .
o 8
o 0
©  1.5%x10“ . .
© i '
o . 0
2 . :
c 0 ]
2 . 5
2 . o
= 1.0%10 . .
o . 0
o o H
(&) i 0
5.0x10 °

Figura 33. Resumen de resultados. A. Coeficientes de
permeabilidad. B. Polarizacion generalizada. C.
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Polarizacion Generalizada

En conclusién, no encontramos correlaciéon entre P, y GP, lo que nos plantea varios dilemas. Por un lado,

se observa una diferencia clara en los valores de P, que se relacionan mas con el grado de saturacién de

las cadenas hidrocarbonadas que con la presencia de colesterol. Esto se ha observado para otros solutos,

en particular para el agua %, y se ha asociado con el aumento en el “4rea libre”, los defectos en el

empaquetamiento de los lipidos que permitirian un facil ingreso al interior de la bicapa #. También con

anterioridad se han relacionado con aumento del volumen libre con las insaturaciones, por el mayor

desorden en la membrana y un mayor nimero de defectos de empaquetamiento en la bicapa, que crea

bolsillos vacios, que no estan ocupados por ningun atomo, y podrian transportar solutos

32, 94 Sin

embargo, el efecto del colesterol va en contra de lo esperado en este marco. En membranas fluidas el
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colesterol tiene un efecto ordenador y de aumentar el empaquetamiento, disminuyendo el volumen libre
95% vy sin embargo se vio un aumento de P, con el colesterol. Este aumento podria indicar que existe

algun tipo de interaccion entre H,0, y el colesterol, que resulta en el aumento de Py, .

Tabla 6. Valores de coeficiente de permeabilidad y polarizacién generalizada a 25y 37 °C.

Composicidn lipidica T(°C) Pm(cm s?t) GP

DMPC:DPPG (9:1) 25 (2+2)x10° 0.29
DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) 25 (3.7+0.5) x 10° 0.55
DOPC:POPG (9:1) 25 (1.3+0.3)x10* 0.01
DOPC:POPG:Chol (4:1:5) 25 (1.3+0.7) x 103 0.04
DMPC:DPPG (9:1) 37 (5+4)x10° 0.01
DOPC:POPG (9:1) 37 (1.8+0.4) x 10* -0.11
DOPC:POPG:Chol (4:1:5) 37 (5.5+0.3) x 10° 0.33
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Liposomas simil glébulo rojo

En paralelo a este trabajo se esta estudiando la permeabilidad de membranas de glébulos rojos humanos
al H,0,. La membrana de gldbulos rojos esta compuesta por lipidos, proteinas, con y sin glicosilaciones.
Tiene varios canales proteicos que podrian permitir el pasaje del H,0,, pero se ha estudiado
sorprendentemente poco sobre la interaccién del H,0, con membranas de glébulos rojos humanos. Para
este trabajo, nos interesaba estimar la permeabilidad del peréxido de hidrogeno a través de la porcién

lipidica de la membrana de gldbulos rojo.

Para ello extrajimos los lipidos de gldbulos rojos humanos como se detalla en materiales y métodos, y
preparamos liposomas con catalasa encapsulada. La primera evaluacién se realizd6 con liposomas
preparados por extrusion con filtro de 200 nm. El didmetro hidrodindmico efectivo promedio determinado
por DLS de estos liposomas fue de 178 £ 96 nm con un indice de polidispersién medio de 0.14 + 0.01
(Figura 34).

Figura 34. Anadlisis multimodal de distribucién de

tamafios de los liposomas de lipidos de glébulos rojos,
por DLS.

100

Intensidad

diametro (nm)

Estos liposomas tuvieron actividad catalasa, pero no se pudo determinar la permeabilidad, posiblemente
porque ésta sea mayor a la que se puede determinar con liposomas de estas caracteristicas. Luego de
optimizar el sistema para determinacién de P,, mayores, como se discutié mas arriba, se prepararon
liposomas de 1 um de didmetro con mas catalasa encapsulada, y entonces se pudo determinar la

permeabilidad (Figura 35).
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Figura 35. Velocidad de consumo de H,0, (10 mM) a 25°C en liposomas de lipidos purificados de membrana de
GR enteros (rojo) y lisados (azul) determinados por absorbancia a 240 nm medidos en flujo detenido (A).
Comparacién de la velocidad de consumo de H,0; por liposomas enteros y lisados (B). En este caso se prepararon
liposomas de 1 um de didmetro, conteniendo 7.4 uM de catalasa. Se determiné un valor de P,= 1.2 x 103 cm s2.

Los valores de P, para la membrana construida con lipidos extraidos de GR humanos son similares a los
obtenidos con liposomas de DOPC:POPG:Chol (4:1:5) (Figura 36) y mayores que los obtenidos en
membranas de gldbulos rojos humanos intactos. Para liposomas GR a 37 °C, P, = (5 + 2) x 103 cm s7,
mientras que para glébulos rojos intactos P, = (1.6 + 0.3) x 10 cm s (datos obtenidos por Florencia
Orrico en el mismo laboratorio). A 25°C, P, = (1.4 +0.2) x 102 cm s para liposomas GRy (9.6 + 2) x 10™*

cm s para glébulos rojos intactos. Esto sugiere que el glébulo rojo no necesitaria de canales proteicos

para el transporte de H,0,.
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Con los datos obtenidos a 25°C, se estimé la energia de activacion de permeacién de estas membranas

(Figura 37).
T(°C) Figura 37. Estimacion de Ea para liposomas
0 35 20 . 20 comp,uestos pgr lipidos extraidos de membranas
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Parala energia de activacion del proceso de permeacidn para liposomas de GR se estimé un valor de entre

41 y 106 ki/mol, con una media de 73 kl/mol. Este valor es mayor al obtenido en el laboratorio para
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glébulos rojos humanos (32.4 kJ/mol). Este valor de energia de activacion mayor para los liposomas
sugiere que existen canales proteicos que facilitan la difusion del H,O, dentro del gldbulo rojo. Sin
embargo, otras explicaciones también pueden ser posibles. La membrana construida con los lipidos
derivados de los GR presenta varias diferencias respecto a la membrana original. Las diferencias
principales son la ausencia de proteinas de membrana, la ausencia de la asimetria presente en la
membrana del gldbulo rojo ¥, y del citoesqueleto, que le da la curvatura caracteristica a la membrana.
Todos estos componentes afectan el empaquetamiento de los lipidos en la membrana del gldbulo rojo y

podria hacer que la fraccién lipidica fuese mas permeable al H,0,, sin involucrar a proteinas de membrana.
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DISCUSION GENERAL

El objetivo general fue estudiar la permeabilidad de membranas de composicién de lipidos conocida al
peroxido de hidrégeno y tratar de entender los factores que afectan la misma. Estos estudios se enmarcan
en un interés generalizado en la literatura en las diferentes propiedades del H,0,, especialmente en
sefializacion. Si bien se ha determinado la permeabilidad de numerosas membranas celulares al H,0;
(Tabla 2), y se ha identificado que ciertas acuaporinas facilitan su pasaje a través de la membrana (ver
Introduccién), no hay estudios que cuantifiquen la permeabilidad de membranas puramente lipidicas al

H20,.

Como se sabe que las moléculas pequefias no cargadas atraviesan la membrana por un mecanismo que
involucra la disolucién en la fase lipidica y luego la difusidn por la misma, para redisolverse en la fase
acuosa en la otra cara de la membrana, en primer lugar, se estudio la solubilidad del H,0O; en diferentes
solventes organicos. La solubilidad del H,0, en hexadecano, que presenta propiedades similares a las del
centro de la bicapa lipidica, fue 122000 veces menor que en agua. Este valor estd de acuerdo con lo
esperado para una molécula hidrofilica como lo es el H,0,, e indica un reparto altamente desfavorable en
la regidn hidrofébica de la bicapa lipidica. Para comparar, moléculas levemente hidrofébicas como el
oxigeno y el éxido nitrico son en promedio 10 veces mas solubles en solventes organicos que en agua, y 4
veces mas solubles en membranas fluidas que en agua %.. La baja solubilidad del H,0; indica que las
membranas lipidicas presentaran una alta barrera termodinamica a la permeacién. El valor calculado de
energia de Gibbs por el reparto hexadecano/agua del H,0, es de 29.0 kJ/mol, que coincide con valores de

energia de Gibbs calculados por dindmica molecular en el centro de una bicapa de DOPC, 33 kJ/mol*..

Para construir el perfil de solubilidad de H,0; en la bicapa (Figura 15) no se tuvo en cuenta el resultado
obtenido para el reparto entre agua y aceite de oliva, ya que este no resulté en un buen modelo para
representar la bicapa. Los valores de entalpia y entropia para el proceso de transferencia del H,0, desde
la fase acuosa no concuerdan con lo esperado. Esto podria deberse a la presencia de polifenoles en el
medio ya que no se realizd un lavado previo para eliminarlos. Para obtener valores de solubilidad que
representen mejor esta region de la bicapa se propone a futuro determinar el reparto entre agua y un
solvente con constante dieléctrica similar pero que no sea capaz de reaccionar con el perdéxido o derivados

como la vaselina liquida.

61



La permeabilidad de las membranas ensayadas al H,0, oscil6é entre 5x 10®a 5 x 10 cm s, dependiendo
de la composicion (Tabla 7). Estos valores estan en el mismo rango que los determinados para membranas
celulares, 2 x 10 — 1.2 x 102 cm s (Tabla 2), sugiriendo que la difusién simple seria un mecanismo
importante de permeacidon de membranas celulares. En las membranas que se ensayaron aqui, el factor
determinante, fue la presencia de insaturaciones en las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos. A futuro
seria interesante estudiar la permeabilidad en liposomas con dacidos grasos poli insaturados. Las
membranas con fosfolipidos de acidos grasos saturados DMPC:DPPG (9:1) dieron los valores mas bajos de
Pm, 2 x 10° cm s (tabla 7), mientras que las membranas con fosfolipidos de &cidos grasos insaturados
DOPC:POPG 9:1 dieron valores de P, 1.3 x 10* cm s a 25 °C (Tabla 7). Este incremento de 6.5 veces se
puede relacionar con el mayor desorden en las membranas de DOPC:POPG, que disminuye el
empaquetamiento de los lipidos y aumenta el volumen libre y drea libre de la membrana®’, que
incrementa la solubilidad y difusién de moléculas en la fase hidrofébica de la membrana. Los valores de
P.. de agua para membranas de DOPC reportados por Mathai y colaboradores fueron de 1.6 x 102 cm s
89 que es 12.3 veces mayor que el encontrado para el H,0, en este trabajo en membranas similares. En
comparacion, la permeabilidad de membranas de POPC al oxigeno, que tiene practicamente el mismo
tamafio que el H,0,, pero es ligeramente liposoluble, se estimé en 157 cm s, 1.2 millones de veces mayor

que la permeabilidad al H,0, en membranas de DOPC:POPG 9:1.

Tabla 7. Valores de permeabilidad de membranas al H,0,.

Pm(cm s?) P (cm s?)
Composicidn lipidica 25°C 37°C
DMPC:DPPG (9:1) (2+2)x10° (5+4)x10°
DMPC:DPPG:Chol (6.5:1:2.5) (5+2)x10°

DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) 3.7+0.5)x10°

(
DOPC:POPG (9:1) (1.3+0.3)x10* (1.8 £0.4) x 10*
DOPC:POPG:Chol (4:1:5) (1.3+0.7)x 103 (5.5+0.5) x 103
Simil glébulo rojo (1.4+0.2)x 103 (5+2)x10°3
Glébulo rojo humano (Orrico y colaboradores) (9.6 +2)x10* (1.6 +0.3)x 103

Se esperaba que el agregado de colesterol resultara en un aumento de la rigidez de membrana,
aumentando el empaquetamiento de los lipidos, y disminuyendo la solubilidad, difusién del H,0,, por lo

tanto, disminuyendo la permeabilidad de las membranas al H;0,. El aumento en la rigidez de las
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membranas se verificod utilizando la sonda sensible al empaquetamiento laurdan (Figura 33), pero la
permeabilidad aumentd con el agregado de colesterol en vez de disminuir como esperabamos. En los
liposomas de DMPC:DPPG (9:1) y DMPC:DPPG:Chol (4:1:5) a 25 °C, el P, fue (2 + 2) x 10° y (3.7 £ 0.5) x
10° cm s}, respectivamente. En los liposomas de DOPC:POPG (9:1) y DOPC:POPG:Chol (4:1:5) a 25 °C, el
P fue (1.3 £0.3) x 10y (1.3 + 0.7) x 103, respectivamente, y a 37 °C, el Py, fue (1.8 + 0.4) x 10*y (5.5 +
0.5) x 103, respectivamente. Una posible explicacidn es que en las condiciones ensayadas se estuvieran
formando micro dominios, por lo cual el estado de fluidez de la membrana no seria homogéneo en toda
su extensién. Con los experimentos que hicimos de laurdan no es posible detectar esto, porque vemos en
un promedio de estos posibles estados en la membrana, pero otros ensayos estudiando la vida media de

fluorescencia del laurdan en estos liposomas podria llegar a evidenciarlos.

Para determinar el P, en membranas de DOPC:POPG:Chol (4:1:5) fue necesario utilizar liposomas mas
grandes, durante bastante tiempo nos rehusamos a usar liposomas de 1 pm de didmetro por no ser
completamente unilamelares. De hecho, se estima que el 80 % son unilamelares, y la mayoria del 20%
restantes envuelven un segundo liposoma mds pequefio. De todas maneras, estimamos que el error
introducido por este factor es menor al que se obtuvo experimentalmente. Ademas, de no incrementar
el tamano de los liposomas, no hubiésemos podido determinar la permeabilidad de las membranas de

DOPC:POPG:Chol, que resultaron altamente permeables al H,0,.

Cuando se ensayaron los liposomas construidos con lipidos derivados de gldbulos rojos humanos se
encontré una alta permeabilidad al H,0,, tanto a 25 como a 37 °C, P = (1.4+0.2) x 103y (5+2) x 103 cm
s, respectivamente. Estos valores son mayores que los obtenidos para gldbulos rojos intactos en
condiciones similares por la Lic. Orrico en el mismo laboratorio, Pm=(9.6 +2) x 10*y (1.6 £ 0.3) x 103 cm
sta 25y 37 °C, respectivamente. Ello sugiere que el H,0, podria entrar a los glébulos rojos por difusion
simple, sin la necesidad de canales proteicos. El valor preliminar de la energia de activacién de la
permeacion del H,0; a través de estas membranas (74 kl/mol) es mayor que en glébulos rojos intactos
(34 kI/mol, Orrico y colaboradores). Esta diferencia podria indicar que la membrana de glébulos rojos
intactos tiene canales proteicos que permiten el pasaje de H,0,. Para estar seguros, necesitamos hacer
mas medidas de Pn, a diferentes temperaturas para obtener valores de Ea mas precisos. Ademas, otros
factores podrian explicar esta diferencia, incluyendo la asimetria de la distribucidon de lipidos en la

membrana de gldbulos rojos intactos y la curvatura mantenida por proteinas intrinsecas y el

citoesqueleto. Estos factores se pierden al construir los liposomas.
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De la optimizacion del método de medida de la permeabilidad encontramos que se puede usar liposomas
grandes de 1 um de didmetro determinar la permeabilidad de las membranas de altamente permeables
al H,0,. Los experimentos a futuro se haran con liposomas de estas dimensiones. Ahora se cuenta con
experiencia y una plataforma experimental que nos permitird determinar rapidamente la permeabilidad

de membranas al H,0, en un rango amplio, de 2 x 10°a5x 103 cm s™.
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CONCLUSIONES

Se determind la solubilidad del H,0, en 1-octanol, aceite de oliva y hexadecano. La solubilidad en 1-
octanol, fue 15 veces menor que en agua, en aceite de oliva fue 1000 veces menor que en agua, mientras
gue en hexadecano fue 122000 veces menor que en agua. Esos resultados sugieren que la mayor barrera

de energia para la permeacidn de la membrana por el H,0; se ubicard en la regién media de la bicapa.

Se determind por primera vez el coeficiente de permeabilidad de bicapas puramente lipidicas al H,0. Se
ensayaron membranas de liposomas compuestos por DMPC:DPPG, y por DOPC:POPG con y sin colesterol.
Las membranas compuestas por fosfolipidos con cadenas saturadas presentan los valores mas bajos de
permeabilidad. mientras que las membranas con monoinsaturaciones resultaron ser las mas permeables
al H,0,. No fue posible encontrar una correlacién clara entre la fluidez de la membrana (como reflejo del
valor de GP) y el valor de Py, al variar las composiciones de las membranas, sospechamos que la presencia
de micro dominios con distinto valor de permeabilidad al peréxido puede estar atras de esta falta de
correlacién. Ademas, se determind el P, para membranas compuestas por lipidos extraidos de fantasmas

de glébulos rojos.

Los valores observados para la permeabilidad de membranas de diferente composicién al H,0; sugieren
que la difusién simple seria uno de los mecanismos mas importantes de transporte a través de las

membranas celulares.
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