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membrana es mucho menor que la componente paralela ( € perpendicular= 25
<< eparalela = 420) (Raudino y Mauzerall, 1986). Estos autores discuten
entonces que el empleo de sondas en la estimacion de constantes dieléctricas
en la interfase dependera de la ubicacién de la sonda y de cual sea la alineacion
de su momento dipolar respecto de la superficie de la membrana.

1.3 PROPOSITOS DE ESTA TESIS

El propdsito de esta tesis es estudiar comparativamente la interfaz membrana-
solucion de membranas lipidicas de fosfatidilcolina por medio de sondas
opticas y fluorescentes adsorbidas a la membrana o ligadas covalentemente a
los fosfolipidos.

El objetivo es establecer los cambios estructurales que se producen en esa
zona en virtud del estado de fase, la incorporacion de colesterol, la longitud de
las cadenas de acidos grasos y la presencia de fosfatidilglicerol.

Se conoce la existencia de drasticos cambios en la topologia de la membrana,
el grado de libertad de las cadenas hidrocarbonadas, el area por molécula, el
espesor de la bicapa y el estado de hidratacion de los lipidos cuando se produce
la transicion de fase principal gel-liquido cristalino o cuando se incorpora
colesterol.

Sin embargo, los cambios en las propiedades que se producen en la interfaz
como por ¢jemplo la onientacion y movilidad del grupo polar, redistribucion
del agua y polaridad efectiva de la zona interfacial es tema de discusion.

Un mejor conocimiento de las propiedades de la interfaz acuosa en
membranas lipidicas segun su composicion y estado de fase permitira entender
en mayor detalle los mecanismos de adsorcion de diversos compuestos:
péptidos, azicares, alcoholes; y las modificaciones introducidas por cambios
en la temperatura, composicion lipidica, densidad de carga superficial y radio
de curvatura de la bicapa. Este estudio permitira comparar cambios a nivel
macroscopico con las modificaciones de caracter local a nivel interfacial.
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modo que las propiedades y estructura de esta region no estan totalmente
establecidas.

Teniendo en cuenta que esta zona se pone en juego para procesos relevantes
en la funcion de membrana como por ejemplo interaccidon membrana-
membrana en fusién y adhesion, interaccion membrana-proteina, adsorcion de
péptidos y azucares y procesos de permeabilidad, es de interés caractenzar con
mayor detalle esta region.

1.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION Y FLUORESCENCIA EN
INTERFASES DE MEMBRANAS LIPIDICAS

En el estudio de la region interfacial se han empleado dos tipos principales de
sondas.
- Por un lado, aquellas cuya adsorcion y ubicacion en la membrana es funcion
de su polaridad y afinidad por determinada zona de la bicapa (por ejemplo
MC540);
- Por otro lado, aquellas sondas cuyo grupo cromoférico esta ligado
covalentemente a la porcion polar de Ia molécula fosfolipidica en distintas
ubicaciones (entre otras DPE).

Existe un tercer grupo constituido por croméforos ligados covalentemente a
acidos grasos de cadena larga (e): n-(9-anthroyloxy-acido graso). Este conjunto
de sondas tiene caracteristicas intermedias, ya que por su estructura anfipatica
se insertan en la bicapa paralelamente a los lipidos pero cuyo comportamiento
global no es comparable al de los fosfolipidos constituyentes. Dentro de este
grupo puede encontrarse la sonda DA empleada en esta tesis (capitulo V).

Una revision de los resultados experimentales realizados empleando diversas
sondas demuestra una notable dispersion de los valores de € informados
(Tocanne y Teissié, 1990), lo cual indica la dependencia de la informacién
obtenida con la localizacion de las sondas espectroscopicas.

Modelos tedricos recientes sugieren, por ejemplo, que la region interfacial en
membranas compuestas por fosfatidilcolina es altamente anisotropica. Dicho
estudio estima que la componente dieléctrica perpendicular a la superficie de la
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polares (Casal y Mantsch, 1984; Ruthven et al., 1990; Mendelsohn et al., 1989;
y referencias citadas).

Por otro lado, la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) permite
mediante el empleo de 31P y 2H como niicleos paramagnéticos localizados en
la interfase, estudiar especificamente la regién del grupo fosfatidico. Estudios
de 2H-RMN 'y relajacion dieléctrica indican que el iempo de correlacion para
la reorientacién del dipolo P-N en fase liquido-cristalina en membranas de
fosfatidilcolina es del orden del nanosegundo (Davis, 1983). Por otra parte,
estudios de 31P-RMN (Dufourc, 1992) indican que en fase Lg' (a T < Tpt) la
rotacion de la cabeza polar y las fluctuaciones moleculares son lentas, con
tiempos de correlacion del orden microsegundo-milisegundo. Esta técnica
permite estudiar la orientacion de los grupos polares (Bechinger y Seelig, 1991
y referencias alli citadas).

La informacion que esta técnica puede brindar incluye la fijacion y
movimiento de iones o moléculas en la interfase: se ha podido determinar que
los iones se mueven de una cabeza polar a otra con un tiempo de residencia del
orden del microsegundo (Yoshida et al., 1989; Cametti et al., 1985).

El estudio especifico a nivel mesoscopico (figura I-2, parte B) de la region
interfacial y sus propiedades se ha intensificado recién en las dos ultimas
décadas gracias a la mejora en la sensibilidad y resolucidn de técnicas como las
mencionadas (RMN, FTIR), fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo.
Paralelamente, la sintesis de nuevas sondas derivadas de grupos cromoforos
localizados mediante uniones covalentes en diferentes zonas de la bicapa ha
facilitado la interpretacion de la informacion obtenida.

La constante dieléctrica en el seno de la zona no polar de la membrana
(regiéon de las cadenas de acidos grasos) es € = 2, en contraste con la alta
constante dieléctrica de la solucién acuosa: € = 78. Esto implica que en la zona
de interfase existe un agudo gradiente de polaridad en un espesor de sélo 4-10
A. Si bien se ha estimado que € en dicha region variaria entre 10 y 70 (Cevc,
1991), la determinacion de la misma mediante distintos tipos de sondas
espectroscopicas no dan valores mayores de 40 (Tocanne y Teissié, 1990). De
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Desde el punto de vista macroscopico, existe en toda bicapa lipidica una
temperatura critica caracteristica para cada fosfolipido, denominada
temperatura de transicion de fase Tt. A temperaturas mayores que Tt el
empaquetamiento de los lipidos es mas desordenado y los movimientos
moleculares en la bicapa son mayores que a temperaturas menores que dicha Tt
(Dufourc et al., 1992). Dichas fases han sido denominadas fase liquido-
cristalina y fase gel, respectivamente.

Dentro de la fase gel se han caracterizado mediante diversos métodos dos
subfases principales: fases Lg' y Pg' (ver figuras I-1y I-2). La interconversion

entre dichas fases se produce a la temperatura denominada de pretransicion
Tpt, 1a cual es altamente sensible al grado de hidratacion, a la fuerza i6nica del
medio y a la longitud de las cadenas de acidos grasos. Un incremento en el

area/cabeza polar, en la movilidad y en el grado de hidratacién caracterizan el
cambio de LB' y Pp (Cevc, 1987/1991). Adicionalmente se ha determinado

mediante diversos tipos de microscopia la existencia de una estructura
macroscopica ondulada en fase gel, cuya formacion depende de los volumenes
relativos de la cabeza polar respecto de la region hidrocarbonada (Copeland y
McConnell, 1980; Mortensen et al., 1988; Pascher et al., 1992).

La region interfacial microscopica detallada en Ia parte C comprende la zona
del grupo glicerol, el grupo fosfato y su grupo sustituyente (ver esquema en
tabla I-1), los cuales debido a su alta polaridad generan un potencial intrinseco.
A este potencial determinado por los grupos constituyentes de los fosfolipidos
se le suma el determinado por la orientacién de los dipolos de agua de la capa
de hidratacion de la interfase. La ionizacion de los fosfolipidos y la adsorcion
de 10nes a las cabezas polares determinan a su vez un potencial electrostatico.

La conformacion de los grupos polares que determinan los potenciales
descriptos se han estudiado por medio de espectroscopia infrarroja con
transformada de Founer (FTIR) en membranas con distinto estado de
hidratacion. Las mas importantes bandas de IR pueden separarse en las
correspondientes a la cabeza polar y las cadenas hidrofobicas.

Las primeras son bandas de estiramiento ("stretching") de C=0 a 1750-1700
cm-1 , de CH3 en el grupo colina a 3050 cm-1 , 1250 y 1085 c¢m-1. Estas
bandas son sensibles a cambios en la hidratacion y conformacion de los grupos
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TABLA I-1: Estructura quimica de los principales fosfolipidos componentes
de las membranas biologicas.

OH
CHZ-EH-CHZ-OJ’-O- R
R3 k 2
R NOMBRE DERIVADOS MAS COMUNES
-H dcido fosfatidico R>=R 3= &cido palmitico DPPA
(PA) (&c. graso saturado, 16 4t de C)
-CH,-CH»-NH; fosfatidiletanolamina R7>=R 3= acido miristoico DMPE
(PE) dimiristoilfosfatidiletanolamina
(&c. graso saturado, 14 4t de C)
/CH3 fosfatidilcolina R2=R 3= 4cido palmitico DPPC
-CH,-CH;,-N = CHj3 (PC) dipalmitoilfosfatidilcolina
CHx (&c. graso saturado, 16 4t de C)
//O fosfatidilserina Ry=R3= dcido ldurico DLPS
-CHz-CH(Nl-lz)-C\ (PS) dilauroilfosfatidilserina
OH (&c. graso saturado, 12 4t de C)
-CH2-CH(OH)-CH,-OH | fosfatidilglicerol R,=R3= écido oleico = DOPG
(PG) dioleoilfosfatidilglicerol
(4c. graso monoinsaturado, 18 it. de C)
l . fosfatidilinositol R,=R 3= 4cido estedrico DSPI
-CH-(CHOH)4-CH-OH (PI) diestearoilfosfatidilinositol

(&c. graso saturado, 18 4t. de C)

En la figura I-2 se muestra el arreglo espacial de las distintas fases gel a
diferentes niveles: macroscopico (parte A, fase lamelar en membranas
completamente hidratadas), mesoscopico (parte B, estructura en el entorno de

primeros vecinos) y microscopico (parte C, conformacién de una molécula y de
los parametros empleados para describir dicho arreglo: area molecular, espesor
de la region polar, inclinacién de las cadenas respecto de la normal a la bicapa,

etc.).




I.1 MEMBRANAS LIPIDICAS MODELO
I.1.a Descripcion general y estructura molecular de sus componentes.

Las membranas lipidicas constituyen una barrera selectiva cuya estructura
posee una regiéon central hidrocarbonada de aproximadamente 20-40 A de
espesor dependiendo de la longitud de la cadena de 4cidos grasos, flanqueada
por dos regiones polares de 4-10 A de espesor cada una. En esta zona estan
localizados los grupos polares de los fosfolipidos y gran parte del agua de
hidrataciéon (Flewelling y Hubbell, 1986). La estructura quimica de los
principales fosfolipidos componentes de las membranas bioldgicas se describe
en la tabla I-1, destacando las caracteristicas de los grupos polares y de las
cadenas hidrocarbonadas.

Los fosfolipidos se agregan espontaneamente en agua debido a su caracter
anfipatico, y el arreglo que adoptan depende de la relacion de areas cabeza
polar/cadena hidrocarbonada. Para lipidos de doble cadena cuya éarea de la
region polar es mayor que la de la regién hidrocarbonada (cono truncado) el
arreglo es de bicapa (Israelachvili, 1992).

En la figura I-1 se describen las fases adoptadas por bicapas compuestas por
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) para diferentes grados de hidratacion

(Janiak et al., 1979). Las fases adoptadas a distintas temperaturas cuando el
grado de hidratacion es méaximo son denominadas L@, Pg' (fases gel) y Ly

(fase liquido cristalina).

-
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Figura I-1: Diagrama de fases correspondiente a liposomas multilamelares compuestos por
DMPC en funcién del grado de hidratacion.
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SIMBOLOS:

€: coeficiente de absorcion molar.

€ : constante dieléctrica.

¢f: rendimiento cuantico de fluorescencia.
n: viscosidad.

A: longitud de onda.

i momento dipolar.

n: indice de refraccion.

v: frecuencia.

<r>: anisotropia estacionaria.

p: densidad superficial de carga.

1: tiempo de vida de fluorescencia.

y: potencial dipolar de membrana.



ABREVIATURAS

DA: dansildihexadecilamina.

DMPC: diministoilfosfatidilcolina.
DMPG: dimiristoilfosfatidilglicerol.
DPE: dansilfosfatidiletanolamina.
DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina.
DPPG: dipalmitoilfosfatidilglicerol.
EPC: fosfatidilcolina de yema de huevo.
LUV: vesiculas unilamelares grandes.
MC540: merocianina 540,

MLV: vesiculas multilamelares.

SUV: vesiculas unilamelares pequeiias.
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III.6 CONCLUSIONES

En conclusién, la espectroscopia de absorcion y emision de fluorescencia de
la sonda merocianina 540 muestra que el arreglo de moléculas fosfolipidicas
similares puede sin embargo presentar propiedades superficiales diferenciales.

La alta sensibilidad de esta sonda frente a cambios de orden microscdpico la
convierten en un potencial sensor superficial, a través de la modificacion de su
estado de agregacion y consecuentemente sus caracteristicas espectrales.

La banda de fluorescencia a 630 nm es observada para membranas de DPPC
en condiciones en que el pico de absorcion a 450 nm no se observa para
ninguna de las cuatro relaciones sonda/lipido ensayadas en este estudio. Este
hecho podria atribuirse a tres causas:

- Una mayor relacion sefial/ruido en las medidas de fluorescencia en
comparacion con las de absorcion,

- Para las concentraciones de sonda estudiadas la absorcion a 450 nm es muy
baja en comparacion con la del dimero en fase acuosa a 510 nm, quedando la
banda a 450 nm oculta por la sefial del dimero en agua;

- Los requerimientos estructurales para la existencia de emision a 630 nm no
son exactamente los mismos que para el pico de absorcidon a 450 nm.
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colesterol es reducir marcadamente la compresibilidad de la membrana
conduciendo a una mayor cohesién y a una reducida permeabilidad. Esta
disminucién en la permeabilidad también fue observada anteriormente por

Papahadjopoulos et al. (1973).
Esto implica que la fase "liquida ordenada" no tiene las mismas propiedades
superficiales que la conocida fase Ly existente en ausencia de colesterol.

Un esquema del tipo de interaccién propuesta en base a diversos estudios se
muestra en la figura III-10.

1C]

©

-0

O[,o
NI
O

Anillos Rigidos

(movimientos restringidos)

Cola Flexible

(movimiento no restringido)

Figura III-10: Esquema representativo del tipo de interaccién propuesta entre colesterol y

fosfolipido en bicapa lipidica.

Basicamente, los anillos de colesterol restringen el movimiento de la cadena
hidrocarbonada, especialmente los primeros 8 carbonos. A la vez, disminuye
las interacciones entre cabezas polares, permitiendo a ese nivel una mayor
movilidad, y de ese modo eliminando probablemente las caracteristicas
estructurales que dan origen a la sefiales de MC540 a 450nm en absorcion y
630 nm en emisién de fluorescencia.
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De hecho, los espectros de otros lipidos de fosfatidilcolina puros o incluso
DPPC a temperaturas mayores muestran también dicha banda de absorcién.
Por ejemplo el comportamiento del lipido di 15:0 PC de cadena intermedia
entre DMPC y DPPC muestra una proporcion de pico a 450 nm también
intermedia, como se observa en la tabla III-2,

Los estudios en monocapas revelan que las membranas en fase gel poseen un
potencial superficial sensiblemente mayor que en fase liquido-cristalina (Simon
et al.,, 1986a). A este respecto, la interaccion de MC540 con membranas
lipidicas ha mostrado obedecer a una isoterma de Langmuir con una constante
de fijacion influenciada por el potencial superficial. Parte de ese potencial se
origina en la orientacion de los dipolos de los grupos fosfocolina y las
moléculas de agua a nivel de interfaz.

Es interesante observar que el cambio de fase gel a fase liquido-cristalina
promueve paralelamente a la disminucién del potencial superficial la
desaparicion de los picos a 450 y 630 nm; asi como la introduccion de un 30%
de colesterol en una membrana de DMPC en fase gel (comparar figuras I11-8D
y III-4A), cuya presencia ha demostrado disminuir el potencial superficial y la
capa de hidratacion de la interfaz (Simon et al., 1986b; Mclntosh et al., 1989;
Saito et al., 1991).

Otro aspecto adicional es que el espectro de absorcidn y emisién de
fluorescencia de una mezcla 65% DMPC / 35% colesterol reproduce a todas
temperaturas desde 10°C hasta 30°C el mismo espectro observado para
membranas de DPPC en fase Lp, 2 su vez similar al espectro de MC540 en
solucion acuosa (figuras I1[-4A y 1II-3A respectivamente).

Esto sugiere que MC540 esta impedida de ingresar al interior de la bicapa, ya
que no se obtiene la sefial espectroscdpica correspondiente al monémero en
membrana: 570 nm en absorcion y 587 nm en emision de fluorescencia. La
sonda es "excluida" de la membrana, tal como se ha observado en estudios
anteriores (Humpries et al., 1983).

A altas proporciones de colesterol (mayores de 20%), los diagramas de fase
reportados por Ipsen et al. (1987), Copeland y McConnell (1980) y Mortensen
et al. (1988), muestran una unica fase a todas temperaturas. Bloom y Mouritsen
(1988) y Needham et al. (1988) entre otros autores mencionan que el efecto del
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el caso de liposomas mixtos compuestos por 35% DMPC / 65% DPPC, el pico
de absorcion a 450 nm se observa claramente para la mayor relacion
sonda/lipido.

Las mezclas 35% DMPC/ 65% DPPC a 30°C estan en fase gel, pero cerca de
la zona de coexistencia gel-liquido-cristalina (Shimshick y McConnell, 1973).
Por otra parte, la figura III-6C muestra un hombro a 450 nm para la mayor
proporcién de sonda en DPPC a 30°C, donde los lipidos estan practicamente en
la zona de pretransicion Lgr — Pg.

Por lo tanto, los presentes resultados indican que la caracteristica estructural
que da origen a dichos nuevos picos no puede ser relacionada estrictamente
con un estado de fase determinado y fortalece la interpretacion de que las
regiones de transicion en fase gel no obedecen a cambios abruptos, sino mas
bien graduales, como fuera postulado por Mortensen et al. (1988). La sonda
MC540 demuestra ser altamente sensible a estos cambios estructurales a nivel
molecular.

En las mezclas DMPC/DPPC el pico a 450 nm disminuye a medida que
aumenta la proporcién de DPPC a una temperatura dada (figura III-4 y tabla
III-2). Podria sugerirse entonces que este pico estaria particularmente
relacionado con la presencia de domimios de DMPC en la membrana en fase
gel. Sin embargo, diversos autores han informado que el sistema DMPC/DPPC
constituye una mezcla lipidica binaria que presenta miscibilidad cercana a la
ideal (Van Dijk et al., 1977; Mabrey y Sturtevant, 1976), aunque los diagramas
de fase simulados para dicho caso no reproducen completamente los diagramas
experimentales. Silver (1985) desarrolla un tratamiento termodinamico para
mezclas regulares y encuentra de este modo un mejor ajuste de los datos
empiricos. Por lo tanto, el hecho de que las mezclas DMPC/DPPC se
comporten como soluciones regulares descarta la posible formaciéon de
dominios de DMPC que den origen a la seifial de 450 nm.

La absorcion a 450 nm en dichas mezclas debe entonces estar relacionada a
alguna propiedad parcial molar de DMPC, probablemente relativa a
caracteristicas de empaquetamiento dependientes de la longitud de las cadenas
de acidos grasos.
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resultante modifica su arreglo espacial en la membrana para obtener una bicapa
estable (Pascher et al., 1992; figura I-1).

Asi, a 14°C, la membrana compuesta por DMPC se encuentra en fase P,
mientras que a esa temperatura el arreglo estructural de DPPC corresponde a
fase Lp' (Lipka et al., 1984).

Esta diferencia en empaquetamiento parece ser la responsable de la diferencia
en el comportamiento espectroscopico de MC540.

La introduccién de colesterol en bajas proporciones induce también la
formacion de una superficie corrugada. En bicapas mezcla de DMPC y
colesterol, Knoll et al. (1985) y Mortensen et al. (1988) han encontrado que las
caracteristicas de la estructura ondulada (periodicidad y amplitud de la
ondulacion) dependen de la temperatura y de la concentracidn de colesterol. A
altas concentraciones de colesterol (15-20%) la estructura se distorsiona,
probablemente por separacion de fases y existencia de dominios de
determinada composicidn.

A mayores concentraciones, la estructura ondulada desaparece y la membrana
se vuelve completamente plana. En estas condiciones, para concentraciones de
colesterol de 30 mol% no se observan ni el pico de absorcion a 450 nm ni la
banda de emusion de fluorescencia a 630 nm (figuras III-8D y 1II-9B).
Tampoco se observan en el caso de espectros registrados para membranas en
fase liquido-cristalina.

Es razonable por lo tanto relacionar la aparicion de estos picos con la
existencia de una estructura corrugada.

A pesar de que la mayor probabilidad de existencia de una estructura
corrugada se atribuye a la fase gel Pg, la correlacion entre los espectros de
MC540 obtenidos y los diagramas de fase reportados en literatura muestran
que los nuevos picos son también observados en algunos casos de membranas
en fase L. Este hecho no contradice la correlacion establecida previamente,
ya que algunos autores (Mortensen et al., 1988; Sackman et al., 1980;
Copeland y McConnel, 1980) han establecido la existencia de ondulaciones en
fase Lp' diferentes de las que se observan en fase Pp.

Por ejemplo, los diagramas de fase de 14:0/18:0 PC indican que dicho
fosfolipido esta en fase L' a 13°C. En presencia de estos lipidos y también en
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origen a dicho pico disminuye con el incremento en la longitud de las cadenas.
El incremento en la longitud de sélo una de las dos cadenas como en el caso
del fosfolipido 14:0-18:0 produce un cambio menos pronunciado pero en el
mismo sentido cuando se compara con el di-14:0 (DMPC). En contraste, la
inclusion de una ramificacion lateral en el carbono 15 de las cadenas de 16:0
(di-17:01) produce un efecto similar al obtenido cuando la cadenas son 1
carbono mas cortas (di-15:0).

Cuando la cabeza polar de los fosfolipidos en fase gel esta suficientemente
hidratada, el debilitamiento del empaquetamiento intercadena con el aumento
de temperatura genera la transicion a una estructura lamelar ondulada: Ly —
Pg' (Cevc, 1991, Pascher et al., 1992). Este nuevo arreglo permite mantener
una estructura de bicapa que conserva sus propiedades dieléctricas y de
permeabilidad selectiva (ver figura I-1). DMPC en exceso de agua se encuentra
en fase Pg' para temperaturas entre 10 °C y 21 °C aproximadamente (Mclntosh
et al.,, 1989). En estas condiciones el pico a 450 nm se observa claramente
(figura III-4B). El espectro de la figura III-6A para DMPC en fase liquida
(30°C) no muestra diferencias significativas con los espectros caracteristicos de
MC540 en solventes medianamente polares (fig. II[-3C). En cambio el pico a
450 nm no se observa para membranas de DPPC a 13°C (fase gel Lg', figura
[1I-4A), pero a 30°C se observa un suave hombro a dicha longitud de onda para
la mayor proporcion de sonda ensayada (figura 11I-6C).

Como se ha discutido previamente, MC540 no accede al interior de la bicapa
de DPPC cuando la sonda se adiciona a la solucién externa de un liposoma en
equilibrio térmico a temperaturas correspondientes a la fase gel (comparese
figuras III-4A y III-3A).

Es por lo tanto razonable inferir que el nuevo pico de absorcién a 450 nm
deberia estar relacionado con alguna caracteristica estructural de la superficie
externa del liposoma. En base a los estudios discutidos hasta el momento, este
caracter distintivo parece estar relacionado con el empaquetamiento de los
lipidos.

A temperatura constante, la disminuciéon de la interaccion cadena-cadena en
un fosfolipido disminuye el balance de fuerzas hidrofobico-hidrofilico, en
favor del grado de hidratacién de la cabeza polar (Ceve, 1991). La estructura
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Hay dos procesos que causan dicha modificacion en los espectros. Uno es la
gran afinidad que la sonda posee por la fase lipidica, de modo que una vez que
ha ingresado a la zona no polar de la bicapa prefiere dicho medio a la fase
acuosa. La ubicacién como monémero en la bicapa es energéticamente muy
favorable: 1a zona no polar del croméforo es adecuadamente solvatada por las
cadenas de acidos grasos, mientras la carga negativa localizada en el grupo
sulfonico permanece en la interfaz altamente polar. Esta permanencia de la
sonda dentro de la bicapa una vez que ha ingresado puede emplearse para
marcar liposomas con MCS540, y mediante cromatografia de filtracion
molecular separar dichos liposomas del remanente de sonda en fase acuosa. La
solubilidad, es decir la cantidad maxima de MC540 que puede ser incorporada
por la membrana en fase liquida, es alta. Sikurova et al.(1988) informan que la
relacién lipido:sonda donde se alcanza la saturacion es 29:1 para membranas
de EPC en fase liquido-cristalina.

Cuando se realiza un ciclo de temperaturas en presencia de la sonda como el
indicado en la figura III-7, es probable que exista penetracion y redistribucion
de la misma en el interior del liposoma. Esto es debido al incremento de
permeabilidad que las membranas lipidicas experimentan al atravesar Ia
transicion de fase principal (Cruzeiro-Hansson y Mouritsen, 1988; Szoka y
Papahadjopoulos, 1980 y referencias alli citadas; Biondi et al., 1990). Por otra
parte, Waggoner y Grinvald (1977) y Dragsten y Webb (1978) han informado
que si la sonda se adiciona a la membrana y el sistema no pasa a través de la
temperatura de transicion de fase, MC540 no permea la bicapa sino que
permanece en la region de la monocapa externa.

Por lo tanto, de acuerdo a la evolucion de las sefiales espectroscopicas
mostradas en la figura 1II-7, los espectros obtenidos en las condiciones
descriptas para las figuras I[I-7A y I1I-7D reflejan las propiedades de la interfaz
externa de la bicapa, mostrando las sefiales espectroscépicas de la MC540 en
fase acuosa y adsorbida a la superficie presentada por el liposoma en fase gel.

Los datos de tabla III-2 muestran que la proporcién del pico de absorcion a
450 nm depende de la longitud de las cadenas de acidos grasos. El pico decrece
en la secuencia 14:0, 15:0 y 16:0 indicando que el sitio estructural que da
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IIL.S DISCUSION

El presente estudio muestra la existencia de dos nuevas sefiales
espectroscopicas en los espectros de MC540 en presencia de liposomas en fase
gel, una de absorcion a 450 nm y una de emisién de fluorescencia a 630 nm,
las cuales dependen de la composicion lipidica, de la relacidn lipido/sonda y de
la temperatura.

Las caracteristicas topologicas de membranas en fase gel han sido estudiadas
mediante rayos X, calorimetria diferencial, difraccion de neutrones vy
microscopia electronica utilizando liposomas multilamelares como sistema
modelo (Mortensen et al., 1988; Chen et al., 1980; van Dijck et al., 1977,
McDaniel et al, 1983). En esta discusion se compararan los cambios
espectroscopicos observados con MC540 con los diagramas de fase y estudios
estructurales realizados con liposomas multilamelares en condiciones similares.

Ambas seiiales desaparecen cuando los espectros se registran en presencia de
liposomas en fase liquido-cristalina, mostrando los espectros caracteristicos de
absorcion y fluorescencia para MC540 en solventes medianamente polares
(comparese figuras III-3B/D y figuras I1I-7B/III-7E).

Para relacionar los cambios espectroscopicos de MC540 con las propiedades
topologicas es necesario conocer la localizacién de la sonda respecto de la
membrana en cada caso, de acuerdo a la situacion en la cual se agrega la misma
al sistema.

En los estudios mostrados en la figura III-7, la sonda se agrega a la solucion
externa al liposoma luego que éste ha alcanzado el equilibrio térmico a la
temperatura deseada en fase gel. Seguidamente se realiza un ciclo de
temperatura en que los liposomas de DMPC son llevados a fase liquido-
cristalina en presencia de la sonda y nuevamente a fase gel, pasando dos veces
a través de la transicion de fase principal. La comparacion de las figuras I1I-7A
con [II-7C y III-7D con III-7F muestra que el pico de emisién a 630 nm y el de
absorci6n a 450 nm han disminuido y que el hombro de absorcion a 570 nm del
espectro III-7A se ha transformado en un pico mucho mas pronunciado
desplazado a 585 nm.
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Cuando la proporcién de colesterol es de 35%, tanto el pico a 450 nm como el
hombro a 570 nm desaparecen por completo (figura III-8D). Este ultimo
espectro es similar al observado para MC540 en presencia de liposomas de
DPPC 100% en fase gel Lg'.

Los espectros de fluorescencia de liposomas en presencia de colesterol
también muestran cambios dependientes de la proporcion del mismo. En
mezclas de 10% de colesterol la emision a 630 nm aumenta notoriamente
(comparar la figura III-9A con el espectro de DMPC pura, figura III-7D). Para
30% de colesterol, el pico de emisiéon a 630 nm desaparece dejando s6lo un
pequeiio hombro y la emisién de fluorescencia principal esta centrada en 575

nm.
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Figura III-9: Espectros de emision de fluorescencia de MC540 en liposomas de DMPC
conteniendo diferentes porcentajes de colesterol. (A): 10%; (B): 30%. Agye =440 nm. T = 8
°C. Relacion lipido/sonda: 200:1.
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Los espectros de absorcion muestran que el pico a 450 nm desaparece en fase
liquido-cristalina y reaparece al volver el sistema a fase gel. Sin embargo, la
comparacion entre los espectros III-7A y III-7C muestra notables diferencias en
la distribucién y peso relativo de los picos de absorcidn.

La banda de fluorescencia que se observa en el espectro III-7D a 630 nm
desaparece gradualmente cuando la temperatura se incrementa y luego de la
transicion de fase esta por completo ausente. En dicha fase liquido-cristalina el
pico observado previamente a 570 nm se desplaza a 590 nm y la intensidad de
fluorescencia aumenta sigmficativamente (figura III-7E).

Cuando la temperatura vuelve a valores por debajo de la transicion de fase
principal, la sefial a 630 nm se observa nuevamente.

Los picos de absorcion a 450 nm y de emisién a 630 nm estan sin embargo
notablemente reducidos en comparacién con los observados antes de realizarse
el ciclo de temperaturas a través de la transicion de fase.

Las figuras III-8 y III-9 muestran la evolucién de los espectros de absorcion y
emision cuando a liposomas compuestos por DMPC se adicionan distintas
proporciones de colesterol.

La proporcion del pico a 450 nm a 13°C disminuye ligeramente cuando se
incluye un 5% mol/mol de colesterol en la bicapa de DMPC (figuras III-8A y
III-8B), y en cambio aumenta cuando la proporcioén de colesterol es 10% (fig.
I11-8C). El casi imperceptible hombro a 570 nm en DMPC 100% sufre una
evolucidn inversa a la anterior: aumenta con 5% de colesterol y disminuye en
presencia de un 10% del mismo.

Figura II1-7;: Cambios en los espectros de absorcién y de emision de fluorescencia de MC540
en liposomas de DMPC producidos por el ciclo de calentamiento-enfriamiento a través de la
temperatura de transicion de fase principal. Los espectros de absorcién fueron obtenidos a:
(A): T = 13 °C; (B): T = 26 °C; (C): T = 13 °C luego de enfriar la muestra desde 26 °C
(relaciones lipido/sonda iguales a las indicadas en la leyenda de la figura I1I-6). Los espectros
de fluorescencia fueron obtenidos a: (D). T = 8 oC; (E): T=28 °C; F):T=17 °c luego de
enfriar la muestra desde 28 °C. En todos los casos fue Aexc = 440 nm y relacion lipido/sonda

200:1. —
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Figura I11-6: Espectros de absorcion de MC540 en presencia de liposomas compuestos por mezclas
DMPC/DPPC, a 30 °C. (A): 100% DMPC; (B): 35% DMPC/65%DPPC, (C) 100% DPPC. En los tres
casos las relaciones lipido/sonda fueron 200:1, 100:1, 50:1 y 25:1, desde el espectro inferior hasta el
superior. MC540 fue adicionada a la dispersion lipidica luego de que ésta alcanzara el equilibrio a la
temperatura indicada.
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TABLA II1-2: Efecto de la longitud de cadena y grado de ramificacion de los
acidos grasos sobre el espectro de absorciéon de MC540 en liposomas en fase
gel.

FOSFOLIPIDO TEMPERATURA (°C) RELACION 450/530
Di (14:0) PC 13 2.75
Di (15:0) PC 13 0.61
Di (16:0) PC 25 0.50
(18:0)-(14:0) PC 14 0.62
Di 17:0i- PC 25 0.65

Relacion s/1; 0.04 mol/mol.

A 30°C liposomas compuestos por DMPC pura se encuentran en fase liquido-
cristalina. En dichas condiciones, el espectro caracteristico de MC540 puede
verse en la figura III-6A. Las bandas de absorcidon caracteristicas estan
centradas a 530 y 568 nm, aproximadamente. Un espectro completamente
analogo se obtiene para liposomas constituidos por una mezcla 65% DMPC/
35% DPPC a la misma temperatura (espectro no mostrado). Las mezclas 35%
DMPC/ 65% DPPC se encuentran en fase gel a 30°C (van Dijck et.al., 1977,
Shimshick y McConnell, 1973). El espectro de absorcidn correspondiente
(figura III-6B) muestra un notable pico a 450 nm y un hombro a 505 nm para la
relacion sonda/lipido mas alta.

En la figura III-6C, el espectro de absorcion de liposomas compuestos por
DPPC 100% a 30°C muestra un suave hombro a 450 nm. A dicha temperatura,
la bicapa de DPPC se encuentra en los limites de la pretransicion entre fases
gel Ly y Pg (la Tpt reportada varia entre 34 y 35°C de acuerdo a la técnica
empleada (Davis, 1983; Chen et al., 1980).

En la figura III-7 puede verse el cambio de los espectros de absorcion y
emisién de fluorescencia cuando liposomas de DMPC 100% en fase gel en
presencia de MC540 (espectros III-7A y III-7D) son llevados a fase liquido-
cristalina (espectros I1I-7B y III-7E) y luego nuevamente a fase gel (espectros
III-7C y III-7F).
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Figura III-5: Influencia de la relacion sonda/lipido sobre el cociente de absorbancias medidas
a 450 nm y 530 nm para MC540 en liposomas de diferente composicion. Composicion
lipidica: 100% DMPC (0O); 50% DMPC-50% DPPC (®); 65% DPPC-35% DMPC (4), 100%
DPPC (X). T=13 °C. Los ensayos se realizaron en iguales condiciones a las descriptas en la
figura I11-4.

La influencia de la longitud de la cadena de acidos grasos del lipido se ve en
la tabla III-2. La relacion abs(450nm) / abs (530nm) para el di-15:0 PC es
intermedia entre DMPC (di-14:0 PC) y DPPC (di-16:0 PC), para la misma
relacion sonda/lipido. Comparando con DMPC (di-14:0 PC) el reemplazo de
una de sus cadenas de acidos grasos por otra mas larga de 18 carbonos en la
posicion 2 (14:0/18:0 PC) decrece notablemente la proporcion del pico a 450
nm.

Por otra parte, una ramificacion en la cadena de acidos grasos en la region
hidrofébica como es el caso del lipido anadlogo de DPPC,
diisomarganoilfosfatidilcolina (di-17:0i PC), el cual tiene un grupo metilo en la
posicién 15, origina la aparicién del pico a 450 nm.
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Figura III-4: Espectros de absorcién de MC540 en liposomas de DMPC y DPPC. Mc540 se adicion6 a
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(A): 100% DPPC; (B): 100% DMPC; (C): 50% DMPC/50% DPPC. Relacion lipido/sonda 200:1
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En cloroformo, la absorcién del mondmero esta centrada a 568 nm y no se
observa la banda del dimero a 502 nm. El espectro de emision en cloroformo
corresponde a la especie monomero. Los espectros de emision en agua y en
cloroformo que se muestran en las figuras III-3 C y D fueron obtenidos bajo
idénticas condiciones instrumentales y por lo tanto las respectivas escalas son
comparables. Se observa que la emision en agua es mucho menos intensa que
en cloroformo, ailn cuando las absorbancias de ambas muestras a la longitud de
onda de excitacion son similares (A(530 nm) = 0.03, ver figuras II-3 A y B).
Esto indica que el rendimiento cuantico de fluorescencia del mondmero en
agua es mucho menor que en cloroformo.

La figura III-4A muestra el espectro de absorcion de MC540 en contacto con
liposomas de DPPC en fase gel (13°C, fase Lg').

Se observan dos bandas de absorcion centradas a 500 y 530 nm para las dos
relaciones lipido sonda empleadas (200:1 y 100:1). El espectro registrado a la
misma temperatura y relaciones lipido sonda para el fosfolipido DMPC (fase
gel Pg) muestra en su espectro un pico adicional a 450 nm y un hombro de
absorcion aproximadamente a 570 nm (figura I1I-4B).

La inclusion de DPPC en un 50 % en una membrana de DMPC decrece el pico
a 450 nm, mientras el hombro a 570 nm resulta casi imperceptible (figura III-
4C).

En la figura III-5 se grafica el crecimiento relativo del pico a 450 nm respecto
de la banda a 530 nm (tomando como linea de base el valor de absorbancia a
600 nm) en funcion de la relaciéon MC540/lipido. Cada curva representa una
composicidn lipidica diferente cuyos espectros fueron registrados en fase gel a
13 °C. El pico a 450 nm aumenta notablemente en membranas de DMPC
puras. Las membranas de DMPC mixtas con DPPC muestran una disminucion
del crecimiento relativo del pico a2 450 nm, que en el caso de membranas de
DPPC pura es nulo.
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I11.4 RESULTADOS

La figura III-3 muestra los espectros de absorcion y emisién de fluorescencia
de una solucién de concentracién 5x10-6 M de MC540 en agua (A y C) y en
cloroformo (B y D). En agua, MC540 dimeriza ain a muy bajas
concentraciones, y las bandas de absorciéon a 503 y 535 nm corresponden a
dimero y mondmero, respectivamente. En el espectro de emision de
fluorescencia sélo se observa una banda ancha correspondiente a la emisién del
monodmero, centrada a 578 nm.
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Figura II1-3: Espectros de absorcién y emisién de fluorescencia de una solucién 5x10-6 M de
MC540 en agua (A y C) y cloroformo (B y D). En cada espectro se indica A (nm) del maximo
de absorcién o de emision, segun corresponda. En C y D es Agye = 530 nm.
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TABLA III-1: Datos espectroscopicos de MC540 en distintos sistemas.
Aabs: longitud de onda del maximo de absorcidn; € coeficiente de extincidon

molar a longitud A (A se indica entre paréntesis);, Ag: longitud de onda del
maximo de emision; ¢f: rendimiento cuantico de fluorescencia; K4: constante

de dimerizacidn.

Sistema Especie | Agps &\ emis | Of K4 Referencia
(om) | M-lem') (nm) )
EPC dimero | 532 |6.0x103 (571) Waggoner
SUV mondém. | 568 | 1.7x10° (571) | 586 & Grinvald
(1977)
EPC SUV | monom. 1.6x10°  (567) Lelkes & Miller
(1980)
H>0 monom. | 533 4.7x104 (533) 572 0.05 Dixit & Mackay
SDS 558 | 1.0x105 (558) |s85 |[0.39 (1983)
CTAB 586 | 0.62
EPC LUV 6.8x104 | Sikurovaetal.
(1988)
EPC SUV 6.4x104 | Verman & Frosch
(1985)
EPC SUV 2.6x105 Ehrenberg
& Pevazner
(1993)
DMPC LUV | dimero | 532 | 5.4x103  (568) 4.3x103 | Sikurova et al.
(1989)
DMPC Aramendia
LUV: 5°C 568 586 | 0.60 et al.
20°C | moném. | 568 586 | 0.60 (1988)
30°C 568 586 | 0.60
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EPC y DMPC en fase liquido-cristalina y la influencia de la temperatura en el
equilibrio de dimerizacion. Es interesante observar que los autores obtienen un
valor para la constante determinada en EPC (6.7x104 M-1, 1988) muy similar
al obtenido por Verkman y Frosch (6.4x104 M-1; 1985), calculadas ambas a la
misma temperatura en base a los coeficientes de extincion de mondmero y de
dimero reportados previamente por Waggoner y Grinvald (1977). La constante
determinada en DMPC da un valor considerablemente menor: 4.3x103 M-1.

Todos estos estudios de caracterizacion del comportamiento espectroscopico
de MC540 en membranas lipidicas en fase liquido-cristalina han mostrado la
alta sensibilidad de la sonda para detectar cambios estructurales y/o eléctricos
en membranas biolégicas y modelo.

En la tabla III-1 puede consultarse un resimen de los datos espectroscépicos
concernientes a dicha sonda de interés para los estudios realizados en esta tesis.

En base a esta caracterizacion previa, los estudios posteriores han centrado su
atencién en el empleo de MC540 como sensor de potencial superficial (Biondi
et al., 1991); ampliamente como fotosensitizador (produccion de oxigeno
singlete; Feix et al., 1988; Hoebeke et al., 1991 y referencias alli citadas) y
sensor de potencial transmembrana (Kalenak et al., 1991 y referencias alli
citadas). A nivel estructural, MC540 ha demostrado ser sensible a cambios en
el empaquetamiento de los lipidos producido por cambios de area en isotermas
presion lateral/area en monocapas (Yu y Hui, 1992) y en zonas de coexistencia
gel/liquido-cristalina (Stilwell et al., 1993).

II1.3 METODOS

Se prepararon liposomas MLV por el método descripto en el capitulo II. Los
liposomas obtenidos se estabilizaron a la temperatura del experimento durante
15-20 minutos antes de agregar la aliquota correspondiente de una solucion
stock recientemente preparada de MC540 en el mismo buffer. Los liposomas se
incubaron entonces a dicha temperatura durante un periodo adicional de 20-30
minutos en presencia de la sonda antes de registrar los espectros.
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constante en el mismo sistema empleando los coeficientes de extincidn
anteriormente determinados.

El proceso global de dimerizacion propuesto por Waggoner (1979) se divide
en dos pasos: el primero de ellos corresponde a la reorientacién de la sonda y
el segundo a la dimerizacion propiamente dicha. Verkman y Frosch indican
que el paso limitante corresponderia a la reorientacion del monémero desde la
posicion perpendicular hacia la paralela a la superficie de la bicapa lipidica
(ver figura III-2).

| i

u EI\\L_ZH‘K-E*
© o © © ©

Figura III-2: Esquema propuesto para el proceso de reorientacién y dimerizacion de
MC540 en bicapas lipidicas.

Verkman posteriormente modifica su modelo y basado en experimentos de
quenching de fluorescencia propone que el dimero se orienta paralelo a los
lipidos en la membrana (Verkman, 1987). Dicha sugerencia contradice la
mayor parte de los estudios y es discutible ya que estos estudios fueron
realizados para relaciones extremadamente altas de sonda: aproximadamente
dos moléculas de lipido por cada molécula de sonda. Esta proporcion impide
sacar conclusiones ya puede existir pertubaciéon de la membrana por la alta
proporcién de sonda.

Un estudio reciente sobre las caracteristicas fotofisicas de merocianina 540 en
liposomas unilamelares grandes de DMPC es el realizado por Aramendia et al.
(1988). Este estudio ofrece ademas datos concernientes al comportamiento de
la sonda asociada a membranas en fase gel.

Sikurova et al. determinaron en varios estudios consecutivos (1988, 1989,
1990 y 1991) las constantes de equilibrio monémero-dimero en liposomas de
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Ross et al. (1974) y Tasaki et al. (1974) fueron los primeros en demostrar, en
base a espectros de absorcion, emisién y excitacion de fluorescencia, que la
sonda se adsorbe en membranas tanto como mondémero o como dimero,
existiendo entre ellos un equilibrio.

Ambos autores sugirieron que el mecanismo de respuesta espectroscopica de
MC540 en membranas sometidas a un cambio de potencial proviene de la
interconversion de dimero (muy poco fluorescente) en mondmero altamente
fluorescente.

Posteriores trabajos de Tasaki et al. (1976) y Ross et al. (1977), descartan que
la causa de dicho cambio espectroscopico sea electrocromismo, es decir, que el
cambio en el campo eléctnco induzca una vanacion del coeficiente de
extincion de la especie. Se sugiere en cambio que el proceso consiste en una
reorientacion de la sonda acoplada a un cambio en la agregacion, el cual seria
favorecido por la diferencia entre los momentos dipolares de mondémero y
dimero. Segun Ross et al. (1974) el monémero estaria orientado en posicién
perpendicular a la superficie de la membrana y el dimero en forma paralela.

Dos estudios inmediatos apoyaron el mecanismo descripto. En primer lugar,
Waggoner y Grinvald (1977) determinaron la existencia de un equilibrio
monomero-dimero en base a experimentos de titulacion de vesiculas de
fosfatidilcolina siguiendo el método de West y Pearce (1965).

Posteriormente, estudios realizados por Dragsten y Webb (1978) empleando
luz polarizada en membranas orientadas, reafirman el mecanismo de
reorientacion y dimerizacion.

Lelkes (1979) observa que el modo de accion de MC540 es marcadamente
similar cuando se emplea para detectar cambios estructurales originados tanto
en la transicion de fase como por la accion de un potencial transmembrana.

El primer estudio sistematico de parametros espectroscopicos de MC540 en
varios solventes fue realizado por Dixit y Mackay (1983). Este trabajo
involucra también medios microheterogéneos (micelas y emulsiones) en los
cuales la sonda presenta un gran aumento en su fotoestabilidad y rendimiento
cudntico de fluorescencia.

Si bien Waggoner et al. (1977) calcularon por primera vez los coeficientes de
extincion de monémero y dimero en vesiculas de EPC, no informaron el valor
de la constante de dimerizacién. Verkman y Frosch (1985) calculan dicha
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colesterol. Los resultados obtenidos mediante las técnicas antes mencionadas
muestran algunas controversias sobre la interpretacion de las modificaciones
introducidas por colesterol en la membrana.

La sonda espectroscopica merocianina 540 (MC540) es sensible a los
cambios de fase, a las propiedades eléctricas de una membrana y a la presencia
de colesterol en la bicapa. Los estudios hasta ahora realizados con esta sonda
no han explorado la informacién que podria obtenerse concerniente a
membranas en fase gel.

En este capitulo por medio de estudios espectroscopicos con MC540 se
analizan las propiedades superficiales de membranas en funcion de la
composicion lipidica (longitud de cadena de acidos grasos, presencia de
colesterol) y de la temperatura (fase Lg', Pg'y L).

Los resultados obtenidos se comparan con la informacion precedente en
literatura obtenida mediante diversas técnicas.

III.2 ESTUDIOS PREVIOS REALIZADOS CON MEROCIANINA 540
EN MEMBRANAS LIPIDICAS

MC540 es una sonda espectroscopica que ha sido estudiada exhaustivamente
en las dos ultimas décadas por su sensibilidad para detectar cambios de diversa
naturaleza en membranas lipidicas. La estructura quimica de esta sonda se
representa en la figura III-1.

0 N,CAHo
@:0 »=CH—CH=CH-CH =S
P;' N
\
(CHy) 0 ‘CiHy
+ —da 3
Na SO

Figura III-1: Estructura molecular de MC540.
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III.1 INTRODUCCION

Las caracteristicas topolégicas de la fase gel que los fosfolipidos adoptan a
temperaturas por debajo de la transicion de fase principal T{ han sido
exhaustivamente estudiadas en las dos ultimas décadas mediante diferentes
técnicas. En liposomas multilamelares, existen dos subfases principales dentro
de la fase gel: por debajo de la denominada temperatura de pretransiciéon (Tpy)
la fase Lg' y entre dicha temperatura y la de transicién principal (T;) la fase
llamada Pg' (figura I-1).

La fase Pg se caracteriza por la presencia de una superficie corrugada
acompaiiada por una inclinacion de las cadenas de acidos grasos con respecto
de la normal a la superficie de la membrana (Janiak et al., 1979; figura 1-2).

Se postula que esta estructura espacial facilita el empaquetamiento de lipidos
cuya region de la cabeza polar hidratada es mas voluminosa que la
correspondiente a las cadenas de acidos grasos. En este arreglo pueden
encontrarse membranas compuestas por PC o por PG (Pascher et al., 1992;
figura I-1).

En la fase Lg' las cadenas de acidos grasos estan también inclinadas respecto
de la normal con un angulo ligeramente mayor del observado en fase Pg' , al
menos para el caso de membranas compuestas por DPPC (Janiak et al., 1979).

La existencia de superficies corrugadas en fase gel se ha investigado mediante
técnicas de microscopia electronica de criofractura, rayos X y difracciéon de
neutrones a angulos pequefios. Los primeros estudios atribuyeron la estructura
ondulada exclusivamente a la fase Pg' (Luna y McConnell, 1977; Jamak et al,,
1976; Gebhardt et al.,, 1977). Estudios posteriores realizados por los mismos
autores mostraron sin embargo que la estructura ondulada se observa también
por debajo de la Tpt, aunque el espacio repetitivo entre las ondulaciones es
mayor y la amplitud y correlaciéon de las mismas es menor (Copeland y
McConnell, 1980; Mortensen et al., 1988).

La presencia de colesterol en la bicapa afecta la periodicidad y organizacién
de esa estructura rugosa. Un detallado estudio reciente realizado mediante
dispersion de neutrones a angulos pequefios (SANS) por Mortensen et al.
(1988) muestra complejos diagramas de fases para las mezclas colesterol/
fosfatidilcolina en funcion de la temperatura, hidratacién y porcentaje de
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unilamelaridad de las vesiculas obtenidas se corrobor6 mediante microscopia
electronica.

I1.2.c.3 Unilamelares pequefios (SUV):

La suspension de liposomas multilamelares de concentraciéon deseada se
sonico mediante un sonicador de punta de titanio W-375 Heat systems-
Ultrasonic Inc., a temperaturas superiores a las de transicion gel-liquido
cristalina y bajo atmoésfera de nitrogeno, hasta obtener una suspension
completamente clara y traslicida. Las particulas de titanio remanentes fueron
removidas mediante centrifugacion.

Una dispersion de liposomas procedentes de la misma solucion stock que las
muestras fue empleada para correccion por dispersién de luz y turbidez en los
espectros de fluorescencia y absorcion.

La concentracién final de los lipidos se mantuvo en todos los casos entre
8x10-4 My 1.2x10-3 M.

En el caso de MC540 la sonda se adiciona a los liposomas previamente
preparados agregando alicuotas de una solucién madre del mismo buffer Tris-
HCI 10 mM pH 7.4. Las relaciones lipido/sonda se indican en cada caso. El
procedimiento seguido para marcar los liposomas con MC540 se especifica
detalladamente en los capitulos correspondientes (Il y IV).

En el caso de las sondas DPE y DA la unica diferencia es que la sonda se
agrega a la solucion cloroférmica del lipido en la proporcion deseada antes de
preparar el film. La relacién molar sonda/lipido empleada en este caso fue
menor que 1:400.

La termostatizacion se realiz6 mediante circulacion de una mezcla etanol/agua
empleando un criotermostato Lauda RUL 480; la temperatura se controld
(precisién = 0.2 °C) dentro de la cubeta mediante una termocupla en los
experimentos de absorcion y mediante un termémetro de resistencia Pt-100 en
los experimentos de fluorescencia.
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IL.2.b Espectroscopia de emisién de fluorescencia.

Los espectros de fluorescencia estacionaria fueron registrados en un
espectrofluorémetro Perkin Elmer LSS y en un SLM 8000C en cubetas de 1y 3
ml respectivamente (I cm camino Optico). Las medidas de anisotropia
estacionaria fueron obtenidas en el espectrofluorémetro SLM, provisto de
polanzadores de excitacion y emision en formato L.

En todos los casos, las medidas se realizaron empleando un tiempo de 0.5-1 s
de integracion de la sefial y ranuras angostas de 0.5 nm, para minimizar
problemas de dispersion de luz y depolarizacién por turbidez (Faucon y
Lussan, 1973).

El voltaje del fotomultiplicador, ranuras, tiempo de integracion y suavizado
de curvas fueron mantenidas constantes durante el experimento a fin de poder
comparar los valores de intensidad de fluorescencia en funcién de la
temperatura y/o composicion, segin corresponda.

I1.2.c Preparacion de liposomas.

IL.2.c.1 Multilamelares (MLV):

Los liposomas multilamelares fueron preparados mediante el método
descripto por Bangham et al. (1974). Una solucién cloroformica del lipido es
evaporada en las paredes de un balén bajo vacio o mediante flujo de nitrogeno.
El film seco se dispersa mediante agitacion mecanica en buffer Tris-HCI 10
mM, pH 7.4 (fuerza idnica 0.01) a temperaturas superiores a la de transicion de
fase del o de los lipidos presentes.

11.2.c.2 Unilamelares grandes (LUV):

Los liposomas unilamelares s¢ obtuvieron mediante extrusiéon de liposomas
multilamelares a través de membranas de policarbonato de 100 nm de poro
empleando el extruder LIPOSOFAST (Vancouver, Canada), segun el
procedimiento descripto por MacDonald et al. (1991). El tamafio y la
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II.1 MATERIALES

Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids,
Inc. (Birmingham, AL) y Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) indistintamente.

Dipentadecanoilfosfatidilcolina (di  15:0 PC) 'y  l-muiristoil-2-
estearoilfosfatidilcolina (14:0/18:0 PC) fueron obtenidas de Avanti Polar
Lipids, Inc (Birmingham, AL). Diisomarganoilfosfatidilcolina (di 17:01 PC) fue
un obsequio del Dr. Mc Elhaney (Edmonton, Canadd). Todos los lipidos
fueron del mas alto grado de pureza disponible y mostraron una inica mancha
mediante cromatografia en capa delgada, empleando como solvente de
desarrollo cloroformo:metanol: agua 65:5:5. Por lo tanto fueron utilizados sin
purificacion adicional.

Merocianina 540 (MC540), colesterol, floretina y Trizma fueron obtenidos de
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). La pureza de MC540 fue chequeada
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Dansil (N-[5-(dimetilamino)naftaleno-1sulfonil)fosfatidiletanolamina (DPE) y
dansildihexadecilamina (DA) fueron obtenidas de Molecular Probes Inc. y
usadas sin purificacién adicional.

Los solventes empleados fueron de grado analitico y el agua para preparacion
de la solucién buffer fue destilada y luego purificada empleando un filtro
Millipore Super-Q.

II.2 METODOS GENERALES
I1.2.a Espectroscopia de absorcion.
Los espectros de absorcion fueron obtenidos en un espectrofotémetro Hitachi

100-60 de doble haz (2 nm de ancho de banda) y en un Perkin Elmer Lambda
6. Se emplearon celdas de cuarzo de 2 ml (1 cm de camino 6ptico).



CAPITULO IV
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IV.1 INTRODUCCION

La asignacién de bandas de absorcion y emision de fluorescencia de MC540 a
una determinada localizacion de la sonda en la membrana se ha hecho sélo para
bicapas en estado liquido-cristalino. En dicha fase se han determinado las
constantes de equilibrio monémero-dimero en membranas de fosfatidilcolina
(Waggoner y Grinvald, 1977; Verkman y Frosch, 1985, Sikurova et al., 1988).
Estos ultimos autores han estudiado también la influencia de la temperatura en
el equilibrio de dimerizacién (ver revision de estudios previos en capitulo III).

En el capitulo anterior se describieron las caracteristicas de la sonda
espectroscdpica merocianina 540 interactuando con membranas de
fosfatidilcolina en fase gel. La aparicion de nuevas bandas de absorcion a 450
nm y de emusiéon de fluorescencia a 630 nm fueron correlacionadas con las
propiedades topologicas superficiales.

La identificacion de las especies que dan origen a las nuevas bandas
espectroscopicas es indispensable para la comprension de los procesos de
interfase. Asimismo, presenta gran interés la determinacion de constantes de
equilibrio entre las especies en fase membrana en funcién de los distintos
factores que puedan afectar la estructura de la misma. Este puede ser un método
de estudio directo de los fenomenos interfaciales desde un punto de vista
estatico.

A tal fin se disefiaron dos tipos de experimentos:

- En condiciones en que la sonda se adiciona externamente en distintas
relaciones sonda/lipido a liposomas en fase gel se obtuvieron los espectros de
absorcion, excitacion y emision de fluorescencia y se estudi6 la evoluciéon de
los mismos en funcion de la temperatura.

- En condiciones de muy baja relacion sonda/lipido en las cuales toda la sonda
se encuentra insertada o adsorbida en la membrana se analizaron los espectros
en comparacion con los obtenidos mediante el procedimiento anterior.

El analisis conjunto de ambos tipos de estudios permite asignar las nuevas
bandas de absorcion y emision mencionadas, y en base a ello se discute la
utilidad diagnostica de dichas sefiales espectroscopicas.
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1V.2 METODOS

Los liposomas multilamelares y unilamelares se prepararon en la forma
descripta en el capitulo II de Métodos Generales.

IV.2.a Marcacién de las membranas con MC540.

La marcacion de ambos tipos de liposomas con MC540 se realizé siguiendo
dos procedimientos diferentes:

PROCEDIMIENTO 1:
Los liposomas se estabilizaron en fase gel a la temperatura establecida para el
experimento durante no menos de 20 minutos antes de adicionar la sonda.

PROCEDIMIENTO 2:

La MC540 se adiciond en la proporcion deseada a la suspension de liposomas
a temperaturas superiores a la de transicion de fase gel/liquido-cristalina. Luego
de una incubaciéon de 20 minutos, los liposomas se llevaron a la temperatura
deseada para el correspondiente estudio.

Luego de aplicar el procedimiento elegido de adicion de la sonda se incub6 el
sistema durante no menos de 20 minutos antes de registrar los espectros. La
importancia y utilidad de cada procedimiento se discutira detalladamente mas
adelante.

I1V.2.b Cilculo de la constante de equilibrio de dimerizacién.

Los cambios espectrales observados al variar la concentracion de MCS540
fueron interpretados suponiendo un equilibrio de dimerizacion para relaciones
s/l menores que un cierto valor de saturacién, con una constante de
dimerizacion Ky:
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2M - D Kdz[L:L (IV-1)
[M]

donde [M] y [D] son las concentraciones molares de monémero y dimero
respectivamente. Definimos "valor de saturacion" al valor limite de relacion
sonda/lipido a partir del cual un incremento en la proporcion de sonda hace que
el sistema deje de cumplir con las leyes de masa para el equilibrio monomero-
dimero.

La expresion logaritmica de la ecuacion (1) es
log [D]= 2 log [M] + log K4 (IV-2)

Cuando la totalidad de la sonda esta asociada a la membrana, el siguiente
balance de masa es valido,

C=[M] + 2 [D] (IV-3)
luego,
[D]=(C'Zﬂ (IV-4)

donde C representa la concentracion total de sonda.

La absorbancia total de la solucién, por unidad de camino dptico, a la longitud
de onda A esta dada por la expresion:

AGD) = e} [M]+eb![D] (IV-5)

Donde e representa el coeficiente de absorcion molar de la especie x
indicada por el subindice, a la longitud de onda A).

Reemplazando la ecuacion (1V-4) en (IV-5) se obtiene



A(ry) = eﬁ,} [M]+eM (———C —Z[M])

D
y entonces:
e}‘l
aM -D ¢
M=
[M] ell
ekl -D
M 2
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(IV-6)

(IV-7)

[M] puede calcularse de (IV-7) si se miden A(A]) y se conocen C y los
coeficientes de absorcién molar a la longitud de onda A{ de ambas especies.
Mediante la ecuacién (IV-2) es posible ademas verificar la existencia de sélo
dos especies en equilibrio de dimerizacién. Dicha relacién predice que en tal
caso log[M] y log[D] calculadas mediante (IV-4) y (IV-7) deberian estar
relacionadas linealmente, con pendiente igual a 2 y ordenada al origen log K.
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IV.3 RESULTADOS Y DISCUSION
IV.3.a Estudios en MLV,

La figura IV-1 muestra los espectros de emision de fluorescencia de MC540 en
presencia de liposomas multilamelares en fase gel marcados mediante el
procedimiento 1 (ver Métodos/liposomas). La longitud de onda de excitacion
fue 530 nm. En DMPC a 8°C se observan dos bandas de emision de
fluorescencia centradas a 585 y 625 nm para la relacién sonda/lipido (s/1) 1:150
(fig. IV-1A, espectro inferior). Un incremento en la concentracion externa de
sonda (s/l 1:100) produce un ligero desplazamiento del pico de 585 nm a 580
nm y del pico de 625 a 630 nm. Paralelamente se observa un aumento en la
intensidad relativa del pico a 630 respecto del de 580 nm (6%). Para la mayor
concentracion de sonda ensayada las longitudes de onda de emisiéon se
desplazan nuevamente a 575 y 633 nm, pero en este caso la intensidad relativa
del pico a 633 nm es un 15% menor. En el caso de DPPC a la misma
temperatura y similares relaciones sonda/lipido (parte B) los espectros muestran
también dos bandas de emision a 580 y 630 nm. El incremento en la
concentracion externa de sonda produce también un desplazamiento del pico a
580 nm hacia 575 nm. El gran incremento de esta seiial finalmente oculta la
banda a 630 nm para las mayores proporciones de sonda (s/1 1:50). La banda de
585-580 nm en ambos espectros se debe a la emision superpuesta de mondémero
en agua y monomero en membrana.

Los espectros descriptos indican que la emision a 630 nm se favorece
preferentemente en la superficie en fase gel de MLV DMPC mas que en DPPC.
Esto puede deberse a una mayor adsorcién de la especie que emite a 630 nm y/o
a un mayor rendimiento cuantico de fluorescencia de la misma en DMPC que
en DPPC. Recién para relaciones sonda/lipido tan altas como 1:50 el pico a 630
nm ya no aumenta su proporcion respecto del de 575 nm. Los sitios disponibles
para la adsorcion de dicha especie estarian saturados y en consecuencia un
incremento en la concentracion de sonda sélo aumenta la sefial de fluorescencia
del monémero de MC540 en fase acuosa. Por esa razén se observa un
desplazamiento gradual de la seiial de 585 nm hacia 575 nm.

En el caso de DPPC para relaciones s/l 1:200 la proporcién del pico a 630 es
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alta (espectro inferior). Sin embargo cantidades crecientes de sonda so6lo
favorecen el aumento de la sefial de monémero en fase acuosa, que tiende a
ocultar el pico a 630 nm. Para relaciones s/l 1:50 el espectro global es similar al
de un espectro de fluorescencia de MC540 en fase acuosa en ausencia de
membranas lipidicas (ver fig. III-3C). Este hecho es consecuente con la forma
de los espectros de absorciéon de MC540 en presencia de liposomas de DPPC en
fase gel: a relaciones altas s/l, s6lo parecen existir las bandas de absorcién de la
sonda en fase acuosa (fig. I1I-3A).
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Figura IV-1: Espectros de emisiéon de fluorescencia de MC540 en contacto con liposomas
multilamelares de DMPC (A) y DPPC (B) marcados mediante el procedimiento | (ver
Meétodos) a T= 8°C. Las relaciones molares sonda/lipido son: a-1:200; b-1:150; ¢-1:100 y d-
1:50. Aexcit= 530 nm.

Los espectros de excitacion de muestras similares (figuras [V-2 B y D; igual
temperatura y relacion s/l 1:200), confirman la existencia de mondémero en fase
acuosa y en membrana (530 y 570 nm absorcidn-excitacién de mondémero en
agua y en membrana respectivamente), y la presencia adicional de dimero en
fase acuosa (sefial a 515 nm). Los espectros de emisiéon A y C en este caso
excitando a 440 nm, muestran la emisién del monémero (580-584 nm), la
intensa emisién a 630 nm y una pequefia sefial a 490 nm. La emisién debida al
dimero en agua (520 nm) es muy débil, atn cuando los espectros de excitacion
B y D indican una alta proporcion de dicha especie en el sistema.
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Figura I'V-2: Espectros de excitacion (Aemision= 630 nm) y emision de fluorescencia (Aexcit.= 440 nm) de
Mc540 en presencia de liposomas multilamelares d¢ DMPC (A,B) y DPPC (C,D). Mc540 se adicion6
mediante el procedimiento 1 al sistema en equilibrio a 8°C en relacion sonda/lipido 1:200. La longitud de
onda del maximo de cada banda se asigna en el espectro.
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Es importante recalcar que los espectros de fluorescencia de las figuras IV-1y
IV-2 se obtuvieron adicionando la sonda a liposomas previamente estabilizados
en fase gel, e indican por lo tanto la interaccién de MC540 con la interfase
externa de la membrana.

En la figura IV-3 A-D se muestra la evolucién con la temperatura del espectro
de emision de fluorescencia de MC540/DMPC mostrado en la figura IV-1A

para la relacion s/l 1:150. Cuando la temperatura aumenta desde 8° a 18°C, lo
cual representa a nivel membrana un cambio de fase Lp' a fase Pp,, el pico a

585 nm se desplaza a 590 nm. La intensidad de emision de ambos picos
aumenta, pero en mucha mayor proporcién para el pico a 590 nm (un 500%
contra un 200% del pico 625 nm). La interaccién de la sonda con la membrana
aumenta, y MC540 comienza a ingresar al interior de la bicapa en fase gel pero
ya en las cercanias de la transicién de fase principal ( el maximo de emisin se
desplaza a 590 nm). Esto sugiere que la transicién gel-liquido cristalina
comienza a nivel de interfase de la membrana como etapa previa a la fusion de
las cadenas hidrocarbonadas. Este punto sera discutido mas detalladamente en
el capitulo V.

Un incremento de la temperatura a 28°C lleva la bicapa a fase liquido-
cristalina, la sonda ingresa a la membrana y sélo se observa su emision a 590
nm como mondémero, 30 veces mas intensa que la original (comparar figuras ['V-
3CyIV-3A). Cuando la misma muestra se lleva a la temperatura inicial de 8°C
y los liposomas vuelven a fase gel, se observa la reaparicién del pico a 630 nm
en alta proporcion, y la permanencia pico del monémero dentro de la bicapa
(Fig. IV-3D, emision a 590 nm).

El analisis de estos espectros, de los cambios en los maximos de emisién o
excitacion, y la aparicion de pequeiias sefiales (emision a 490 nm), demuestra la
importancia que la concentracion total de sonda tiene en la visualizacién de la
sefial de cada especie presente.

Con el fin de confirmar los datos obtenidos, se estudiaron liposomas de DPPC
en fase gel agregando micialmente la sonda miediante el mismo procedimiento
que en las figuras 1 y 2 (procedimiento 1), pero ahora en proporciones
sonda/lipido mucho menores.
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Figura IV-3: Evolucién del espectro de emision de fluorescencia de Mc540 en contacto con liposomas
multilamelares de DMPC (correspondiente al de la figura IV-1A) en funcién de la temperatura. Relacion
s/l 1:150.
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En la figura IV-4A los espectros de emision de fluorescencia para relaciones
desde 1:1000 hasta 1:100 son cualitativamente similares a los registrados en la
figura IV-1B, a la misma longitud de onda de excitacién (Aexc = 530 nm). En la
figura IV-4B, el cambio a Aexc = 560 nm decrece notablemente la proporcion
de la emisidon a 630 nm, sugiriendo que la especie emisora absorbe a longitudes
de onda menores de 560 nm. Los espectros de absorcion de la parte C (s/1
1:1000 a 1:600) muestran que hay una pequeiia proporcion de sonda que ingresa
al interior de la membrana (hombro a 570 nm), una banda principal a 535 nm
perteneciente al monomero en fase acuosa y dimero en membrana, que absorben
a similares longitudes de onda (ver Capitulo III); un hombro casi imperceptible
de dimero en fase acuosa (hacia 510 nm) y un pequeiio pico a 445 nm, que fue
descripto en el capitulo anterior, pero no detectado previamente para
membranas de DPPC, sino de DMPC.

El aumento de sonda a relaciones 1:400-1:100 oculta ambos hombros a 450 y
568 nm (ver parte D), y la banda principal se delmea como absorcién a 510 nm

y 530 nm. Estos ultimos espectros son similares a los de MC540 en fase acuosa
(ver fig. II-3A) y a los obtenidos en el capitulo III para DPPC en fase L' (fig.

[II-4A). Sin embargo, los espectros desde s/1 1:1000 a 1:600 demuestran que
DPPC da lugar a las mismas especies que DMPC en fase gel, pero en mucho
menor proporcion. Esto hace que queden absolutamente ocultas por la
intensidad de las otras bandas al aumentar la relacion MC540/lipido.

Las mismas muestras, correspondientes a los espectros de la figura I1V-4, se
llevaron a temperaturas superiores a la de transicion gel-liquido cnstalina. Se
mantuvo la temperatura durante 15-20 minutos para permitir al sistema llegar al
equilibrio térmico y luego se descendié la misma al valor inicial en fase gel
(25°C). Finalmente se dejé termostatizar a dicha temperatura final durante 20-
30 minutos. Esta secuencia es la misma descripta para la muestra de la Figura
IV-3, y permite la redistribucién de la sonda en el interior de la membrana al
pasar la bicapa por la fase liquido-cristalina.

Este tratamiento di6 lugar a los espectros de la figura [V-5.

Los nuevos espectros de absorcion de la parte A muestran notorias diferencias
respecto de los descriptos en la figura anterior. Solo dos bandas de absorcion
centradas a 568 y 531 nm se observan ahora para todas la concentraciones de
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MC540. La primera corresponde a la absorcién de monémero en membrana. La
segunda corresponde a dimero en membrana y probablemente a monémero en
fase acuosa conjuntamente. Dicha banda a 531 nm aumenta en mayor
proporcion relativa a concentraciones mayores de 1:600. La figura 1V-5B
muestra los espectros de emisién de fluorescencia cuando la longitud de onda
de excitacién es 530 nm. Se observan dos bandas de emision centradas a 588 y
a 630 nm y la aparicion de un punto isoemisivo aproximadamente a 605 nm
para las relaciones s/l 1:1000 a 1:600.

El analisis conjunto de las partes A y B sugiere la posibilidad de que la especie
que emite a 630 nm corresponda a la banda de absorciéon a 530 nm asignada al
dimero en membrana, ya que la banda de emisién a 590 nm corresponde a
mondmero en membrana (absorciéon a 568 nm), y/o monémero en fase acuosa,
dado que esta ultima se produce a 575-580 nm y podria quedar oculta por la alta
intensidad de la emision del monémero en membrana.

La normalizacion de los espectros de absorcion de la parte A (figura IV-5C)
muestra la aparicién de un punto isosbéstico a 544 nm para las cuatro menores
relaciones s/l. Los espectros correspondientes a las dos relaciones s/l mayores
no pasan por dicho punto. Esto indica que para relaciones s/l < 1:600 se puede
considerar que solo dos especies estdn presentes: mondmero y dimero en
membrana. La desviacién del punto isosbésticos para relaciones s/1 > 1:600
indica la aparicién de especies mondémero en agua por encima de dicho limite.

Asumiendo entonces para s/1<1:600 la existencia de s6lo dos especies
(mondémero y dimero en membrana) y asumiendo la existencia de un equilibrio
de dimerizacion, se procedié a calcular las concentraciones de cada especie y el
valor de la constante de equilibrio en base a las ecuaciones (IV-7), (IV-4) y (IV-
1) descriptas en métodos. La tabla IV-1A muestra los resultados obtenidos, con
valores individuales de K4 similares para las relaciones s/l 1:1000 hasta 1:400.
Las regresiones lineales basadas en la ecuacién (IV-2) indican sin embargo que
sOlo las tres primeras concentraciones de sonda dan un adecuado valor de la
pendiente, y el valor de la K4 obtenido de la ordenada al origen es similar al
valor promedio de los calculos individuales (tabla I1V-1B y fig. IV-5D).
Probablemente para relaciones s/l mayores de 1:600 existe contribucion de otras
especies no visualmente detectables en los espectros. Para s/l mayores que
1:600 la membrana alcanza entonces el valor de saturacion para MC540 y el
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exceso de sonda permanece en fase acuosa como monémero, el cual absorbe a

530 nm y emite a 575 nm, quedando oculto por las sefiales de monémero y
dimero en membrana.

TABLA IV-1:

A) Calculo de concentraciones de monémero y dimero y de la K4 mediante las
ecuaciones (7), (4) y (1) detalladas en métodos.

Relacién C (molar)| Absorbancia | [M] (molar) | [D] (molar)] Ky
sonda/lipido| (x 107) | a568nm | (x 107) (x 107) | (x 10-6M)
1:1000 7.5 0.0395 2.525 2.487 3.90
1:800 9.4 0.0436 2.767 3.317 4.33
1:600 12.5 0.0538 3.398 4.551 3.94
1:400 18.8 0.0751 4.719 7.041 3.16
1:200 37.5 0.1298 8.064 14.718 2.26

B) Verificacion del equilibrio de dimenzacidon y calculo de la constante de
equilibrio mediante regresion lineal (ecuacion IV-2), empleando los valores
obtenidos en parte A.

Curva Pendiente(*) Kq (*) Corr. (*) Kd (#)
relac.sonda/lipido (x 10-6M-1) (x 10-6M)
a: s/1 1:1000-1:600 1.94 43+03 0.982 41102
b: s/1 1:1000-1:400 1.60 6.1+0.6 0.989 3.8+0.5
¢:s/11:1000-1:200 1.40 7713 0.997 3.2+ 1.1

(*) Valores obtenidos en la regresion lineal correspondiente a la ecuacién 2 (ver

métodos).

(#) Valor de K4 obtenido como promedio de los valores individuales reportados

en A).
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Para confirmar estos resultados, se realizé una nueva preparacion de liposomas
de DPPC, ahora mediante el procedimiento 2 y en un amplio rango de
relaciones sonda/lipido entre 1:3800 y 1:600. Esta segunda determinacién
también a 25°C di6 valores de K similares a los anteriores. Desde 1:3800 hasta
1:1050 (Tabla IV-2), el valor de K4 obtenido mediante la ecuaciéon (IV-2) es
similar al promedio de los valores individuales, la pendiente 2.01 y la
correlacion de la recta 0.995 indican un alto valor de confidencia de la
regresion. La inclusion de relaciones s/l mayores (1:820 y 1:600, curva b) no
altera significativamente la pendiente ni el valor de K4, pero la correlacion baja
notablemente a 0.975.

Estos resultados sugieren que la membrana muestra indicios de saturacion ya
para relaciones 1:800, mientras que en el caso anterior relaciones 1:600 estaban
aun por debajo de la saturacion de los MLV. Este hecho se debe probablemente
a que el método de marcacién de los liposomas en esta segunda medicion fue
diferente (ver procedimiento 2 en Métodos) comparado al caso anterior
(procedimiento 1, aplicando luego un ciclo de calentamiento-enfriamiento). Los
liposomas en la primera medicion (tabla IV-1) pasan dos veces a través de la
temperatura de transicion de fase en presencia de la MC540, y en el segundo
caso solo una vez. El cambio de fase gel a liquido-cristalino produce un brusco
aumento de permeabilidad de la bicapa durante la transicion (Szoka y
Papahadjopoulos, 1980 y referencias alli citadas). Esto probablemente permite
una redistribucion de la sonda hacia las monocapas internas, y da como
consecuencia un valor de saturacion menor dado que hay mas lipido disponible
para interaccionar con MC540 que si la membrana pasa por la transicion de fase
solo una vez en presencia de la sonda.
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A) Calculo de concentraciones de mondmero y dimero y de K4 en liposomas
marcados mediante el procedimiento 2, empleando las ecuaciones (IV-7), (IV-4)
y (IV-1) detalladas en métodos.

Relaciéon C (molar)| Absorbancia | [M] (molar) | [D] (molar) Kqd
sonda/lipido | (x107) | a568nm | (x 108) (x 108) | (x 10-6M)
1:3800 2.10 0.0176 11.48 4.76 3.61
1:2300 3.49 0.0248 16.08 941 3.64
1:1530 5.23 0.0336 21.69 15.31 3.25
1:1050 7.66 0.0401 25.63 25.49 3.89
1:820 9.73 0.0407 25.66 35.82 5.44
1:600 13.17 0.0602 38.17 46.77 3.21

B) Verificacion del equilibrio de dimerizacién y calculo de la constante de
equilibrio mediante regresién lineal (ecuacién 2), empleando los valores
obtenidos en parte A.

Curva Pendiente(*)| Kq(*) | Corr. (*) Kq (#)
relac.sonda/lipido (x 10-6M) (x 10-6M)
a: s/1 1:3800-1:1050] 2.01 35£04 0.995 36103
b: s/1 1:3800-1:600 2.01 36110 0.975 38108

(*) Valores obtenidos en la regresion lineal correspondiente a la ecuacion 2 (ver
métodos).

(#) Valor de Kq obtenido como promedio de los valores individuales reportados
en A).

A fin de verificar la relacion asignada entre las bandas de absorcion y emision
deducida en base a los espectros de la figura 1V-5, se registraron adicionalmente
los espectros de fluorescencia a distintas longitudes de onda de excitacion y
emision. En la figura IV-6 A y C se muestran espectros de excitacién



57

registrados a longitudes de onda de emision 630 y 586 nm, respectivamente. En
el primer caso, aparecen dos claras bandas centradas a 532 y 568 nm. Para las
cuatros menores concentraciones de sonda se observa un punto isosbéstico a
550 nm. Cuando la emision se detecta a 586 nm (fig. IV-6C), la banda de 532
nm desaparece del espectro.

Los espectros de emision de las figuras B y D se registraron a longitudes de
onda de excitacién correspondientes a cada banda del espectro A: 530 y 568
nm. Al excitar a 568 nm (parte D), la banda de emisién a 630 nm desaparece.
Las bandas a 568 y 590 nm en A y B corresponden al monémero de MC540
inserto en la membrana.

Este analisis confirma que la banda de emisiéon a 630 nm corresponde a la
especie cuya banda de absorcion estd centrada a 530 nm. Ambas bandas
aumentan con la concentracion de sonda, lo cual corresponde al aumento en la
concentracion de dimero.

IV.3.b Estudios en LUV,

Con el fin de estudiar la influencia del tipo de liposoma sobre el proceso de
dimerizacion de MC540, se realizé un estudio similar al descripto para MLV
empleando liposomas unilamelares grandes de DPPC, marcados con la sonda
mediante el procedimiento 2.

Los resultados de las determinaciones a 25°C se detallan en la tabla IV-3.

La pendiente de la regresion lineal empleando la ecuacion (IV-2) es cercana al
valor esperado de 2 para s/1 hasta 1:351. El valor de K{ individual
correspondiente a la relacion s/1 1:182 difiere notornamente del promedio
obtenido para menores concentraciones de sonda. Por lo tanto esto sugiere que
existe contribucion de otras especies en fase acuosa. En base a estos resultados
el valor de saturacion hallado para liposomas unilamelares se encontraria para
relaciones s/l entre 1:1:350 y 1:182.
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TABLA 1V-3:

A) Valores de concentraciones de mondmero [M] y dimero [D] y de la
constante de dimerizacion K4 en LUV mediante las ecuaciones (1V-7), (IV-4) y
(IV-1) detalladas en métodos.

Relacion C (molar) | Absorbancia | [M] (molar) | [D] (molar) K4
sondaflipido | (x107) | a568nm | (x107) (x 107) | (x 10-6M)
1:1740 4.60 0.0423 2.769 0.914 1.19
1:1300 6.16 0.0516 3.367 1.396 1.23
1:973 8.22 0.0650 4.233 1.993 1.11
1:644 12.43 0.0781 5.040 3.696 1.46
1:507 15.79 0.0924 5.943 4.925 1.39
1:351 22.77 0.1242 7.960 7.407 1.17
1:182 43.87 0.1572 10.05 16.91 1.67

B) Verficaciéon del equilibrio de dimerizacién y calculo de la constante de
equilibrio mediante regresion lineal (ecuacion 1V-2), empleando los valores
obtenidos en parte A.

Curva Pendiente (*) Kq (™) Comr. ()| K4 (#)
relac. sonda/lipido (x 10-0M) (x 10-6M)
a: s/l 1:1740-1:351 2.06 1.0+0.2 0.992 1.3+0.1
b: s/11:1740-1:182 2.19 06+04 0.993 1.3+£02

(*) Valores obtenidos en la regresion lineal correspondiente a la ecuacion 2 (ver
métodos).
(#) Valor de Kd obtenido como promedio de los valores individuales reportados en A).

La diferencia entre el valor de saturacién hallado para liposomas
multilamelares (1:800) y unilamelares marcados con MC540 mediante el mismo
procedimiento es esperable dado que las lamelas o bicapas internas de los MLV
no son accesibles a la MC540 mediante los procedimientos de adicién de la
sonda empleados. En el caso de los liposomas unilamelares todo el lipido esta
disponible para la fijacion de MC540.
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El valor de saturacién expresado como s/l hallado para LUV es a su vez menor
en fase gel que en fase liquido-cristalina: en membranas de fosfatidilcolina
oscila entre 1:15 (Verkman y Frosch, 1985), 1:25 (Waggoner y Grinvald, 1977)
y 1:73 (Sikurova et al., 1988).

La constante de dimerizacion de MC540 reportada por los autores
mencionados es del orden de = 5x104 M-1 en fase liquida, mientras que para
liposomas multilamelares de DPPC a 25°C el valor promedio de las tablas [V-1
y IV-2 es 3.9 x 106 M-1 y para liposomas unilamelares es 1.3 x 106 M-1.
Ambos valores son dos ordenes mayores que los hallados en fase liquido-
cristalina.

Estas diferencias, tanto en el valor de saturacién de la membrana como en el
valor de K entre ambas fases, pueden deberse a factores tales como:

a- disminucion de la solubilidad del monémero en fase membrana, dado que la
disminucion del area por molécula a bajas temperaturas dificulta su insercién.

b- mayor adsorcion del dimero favorecida por las propiedades de interfase en
estado gel.

Diversos valores de K4 han sido encontrados para colorantes organicos en
distintos sistemnas: para el caso de ftalocianina tetracarboxilada de Zn en micelas
de CTAC K{ es del orden de 106 M-1 (Daraio et al., 1993); Kemnitz et al.
(1991) reportan un valor de 108 M-1 para la constante de dimerizaciéon de
Rodamina 6G en tolueno a 230°C. Por lo tanto, los valores de K4 hallados para
MC540 en liposomas en fase gel se encuentran dentro del rango de valores
reportados en literatura para colorantes en diversos medios.

La figura V-7 muestra espectros de excitacion y emision para la muestra de
relacién sonda/lipido 1:351 indicada en tabla IV-3.

Los espectros de excitacion fueron registrados para longitudes de onda de
emision desde 650 nm (curva inferior en figura IV-7A) hasta A=590 nm. El
progresivo cambio a longitudes de deteccion mas cortas incrementa el peso
relativo de la banda centrada a 568 nm, a expensas de la banda a 530 nm. Como
se menciond anteriormente, estas bandas corresponden a mondmero y dimero en
membrana, respectivamente.
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Los espectros de emisién variando la longitud de onda de excitacién de la
muestra muestran en principio un predominio de la banda a 630 nm para A de
excitacion menores de 530 nm, para longitudes de onda de excitaciones
mayores, la banda de emisién a 586 nm predomina en el espectro.

IV.3.c Estudios en mezclas de lipidos.

Una vez confirmado el equilibrio monémero-dimero existente en la bicapa en
fase gel, cuya constante se midié en forma reproducible para bajas relaciones
sonda/lipido, se estudi6é la influencia de un cambio en la densidad de carga
superficial de los liposomas en los espectros de MC540.

Se registraron los espectros de absorcién, excitacién y emision de
fluorescencia de MC540 en liposomas multilamelares mixtos de
fosfatidilcolina/ fosfatidilglicerol (DPPC/DPPG) 50:50 a T=25°C. DPPG posee
carga neta -1 para el valor de pH=7.3 empleado en los experimentos (Totukomi
et al, 1980), es completamente miscible en todas proporciones con
fosfatidilcolina y posee la misma temperatura de transicion de fase gel-liquido
cristalina que las fosfatidilcolinas con acidos grasos de la misma longitud de
cadena (Szoka y Papahadjopoulos, 1980; Six]l y Watts, 1982; Blume, 1983).

La figura IV-8A muestra los espectros de emision de fluorescencia de los
liposomas mixtos (marcados por el método 2) para 530 nm de longitud de onda
de excitacion. Ninguna de las tres relaciones s/l empleadas dan espectros
comparables a los descriptos en las figuras anteriores; los espectros muestran
una ancha banda centrada entre 570 y 590 nm aproximadamente, y solo puede
observarse un pequefio hombro a 615 nm para la relacion s/1 1:360. Los
espectros de excitacion de la parte B, registrados para lambda de emisién 620
nm, son irregulares, presentan dos picos, uno de ellos centrado a 568 nm, y el
otro a longitudes de onda mas cortas: 530 nm para s/1 1:440, 515 nm para s/|
1:360 y 535 nm para s/l 1:280. Los espectros de esta figura indican la presencia
de mondmero en membrana y mondmero en agua. La banda a 515 nm podria
corresponder a dimero en fase acuosa.

Los espectros de absorcion correspondientes en la figura IV-9 son también
irregulares, con una banda ancha centrada alrededor de 535 nm, y un pequefio
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hombro a 510 nm (dimero en agua) para s/l 1:360 y 1:280. Estos espectros
tampoco son comparables a los que se observan en la figura IV-5A, obtenidos
por el mismo procedimiento de adicion de sonda (2) y con relaciones s/l
inclusive mayores a las empleadas con los liposomas mixtos.

Los espectros obtenidos parecen indicar que la repulsion electrostatica entre la
carga del DPPG y la de la MC540 (ambas con carga -1) fuerza a la sonda a
permanecer en fase acuosa en gran proporcion.

Es dificil extraer mayor informacién debido a la irregularidad de los espectros,
pero el estudio indica la alta sensibilidad de la sonda a cambios en la densidad
de carga superficial. Es evidente que un cuidadoso estudio en funcién de muy
bajos porcentajes de inclusion de DPPG en la membrana puede brindar
interesante informacién sobre la varaciéon de la fijacion de MC540 y su
constante de dimerizacién en funciéon de densidad de carga superficial.
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IV.4 Fluorescencia de dimeros en membrana.

La existencia de un equilibrio de dimerizacién de MC540 en membranas
lipidicas no es sorprendente, ya que ha sido reportado por varios autores en
membranas en fase liquido-cristalina. Sin embargo, dicha sonda sélo se ha
estudiado exhaustivamente en fase liquida, en donde la emision del dimero no
se observa. La inica mencion a la posible existencia de un dimero fluorescente
fue realizada por Aramendia et al. (1988). Los autores observan un hombro de
emision alrededor de 620 nm al registrar espectros de fluorescencia excitando a
530 nm, a temperaturas por debajo de la transicién de fase gel-liquido cristalina
en liposomas unilamelares de DMPC.

Generalmente los dimeros de colorantes orginicos no son fluorescentes
cuando se disuelven en agua o en solventes organicos a temperatura ambiente.
Sin embargo dimeros fluorescentes han sido reportados en solventes de baja
polandad (Selwyn y Stey, 1972; Muto, 1976; Kemnitz et al., 1991), en etanol
(Ojeda et al, 1988; Arbeloa et.al, 1988) y en el estado adsorbido (Kemnitz et al.,
1986). Dichos autores indican que el estado adsorbido suprime transiciones no
radiativas inducidas por reorientaciones moleculares y por colisiones
difusionales con el solvente, favoreciendo de este modo el proceso radiativo.

En nuestro caso, las bandas de emision y excitacién correspondientes al
dimero en membrana s6lo se observan en fase gel. Esto podria deberse a que la
fluorescencia del dimero depende del estado de fase, siendo el rendimiento
cuantico de fluorescencia mucho mayor en fase gel. También podria suceder
que la fluorescencia existiese, pero quedase oculta por la emisiéon dominante del
monomero. Esta posibilidad estd fundamentada por el hecho de que Ia
concentracion del dimero en membrana es mucho menor en fase liquida (la
constante de dimerizacién disminuye dos ordenes respecto de fase gel), y
adicionalmente el rendimiento cuantico de fluorescencia del dimero se estima al
menos 10 veces menor que el del monémero en membrana (ver paragrafo 1V .4.a
siguiente).

Sin embargo existe un dato en favor de que la fluorescencia del dimero
depende de las propiedades de la interfase a bajas temperaturas, y es que la
inclusién de colesterol en fase gel elimina la fluorescencia a 630 nm (figura 1I-
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9). En éste caso, no se puede atribuir la desaparicion del pico fluorescente a un
ocultamiento por la intensidad de la banda del monomero (ver escala de
intensidad en la figura I1-9). Como se discute en el capitulo III, se conoce que la
introduccién de colesterol aumenta notablemente la movilidad de las cabezas
polares en la interfaz a valores similares a los de la fase liquido- cristalina (Saito
et al, 1991). Esto sugiere que la fluorescencia del dimero en fase gel esta
relacionada a las propiedades diferenciales de la interfaz en fase gel, en relacion
con las razones mencionadas por Kemnitz et al. (1986).

La teoria excitonica de Kasha (McRae y Kasha, 1958; Kasha et.al, 1965) se
emplea habitualmente para describir e interpretar las caracteristicas espectrales
de dimeros. Kemnitz et al. (1986, 1991) han utilizado la teoria excitonica para
describir las propiedades fluorescentes de dimeros de Rodamina B y 6G en
estado adsorbido y en soluciones no polares, respectivamente.

En la teoria exciténica el caricter fluorescente 0 no de un dimero es
determinado por la orientacion relativa de los monémeros constituyentes. En la
sigutente discusion nos referiremos exclusivamente al caso de transiciones 1 —
n* de moléculas planas cuyo momento dipolar de transicion se halla en el plano
de la molécula. Cuando dos unidades de mondmero se unen para formar un
dimero se produce un desdoblamiento energético del primer estado singulete
excitado S1 del monémero (figura IV-1), dando lugar a dos niveles con energias
E2 y E1l, que corresponden a dos estados excitados del dimero. La diferencia de
energia entre ambos estados excitados, AE, se expresa como funcion del angulo
@ que forma el momento de transicion del mondmero con la linea que une los
centros de ambos monodmeros. Si los momentos de transiciéon del mondmero se
suponen paralelos, AE esta dado por la siguiente ecuacion:

AE=E2-E1=2(p2/13) (1-3cos2 &) (IV-8)

Para dimeros coplanares de estructura "cabeza con cola", denominados
dimeros J en la literatura, corresponde @ = 0°. Para dimeros con estructura de
tipo "sandwich”, llamados dimeros H, corresponde @ = 90°. El desdoblamiento
de energia es cero para el angulo magico @ = 54.7°.
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Figura IV40: Diagrama de energia correspondiente a las especies monémero, dimero H vy
dimero J, de acuerdo con la teoria exciténica.

Las reglas de seleccion para las transiciones entre el estado fundamental y
excitado dependen del valor de @. La teoria exciténica predice que solamente
las transiciones entre el estado fundamental del dimero y el estado de energia
E2 son permitidas. Transiciones con el estado de energia E1 son prohibidas. En
nuestro caso, el dimero de MC540 en membrana absorbe a longitudes de onda
menores que el monémero (AE >0, banda de absorcién desplazada hacia el
azul). Por lo tanto la teoria predice que la geometria del dimero de MC540 en el
estado fundamental corresponderia al caso @ > 54.7, es decir a la de un dimero
H mas que a la de un dimero J. Dimeros de carbocianinas con banda de
absorcion desplazada hacia el azul con respecto a la del mondémero han sido
reportados por West y Pearce (1965). De hecho, la geometria del dimero de
MC540 asociado a membranas lipidicas propuesta por Waggoner (1979),
corresponde a un dimero de tipo H, con un angulo @ ligeramente menor que
90°.

El caso opuesto de dimeros con banda de absorciéon desplazada hacia el rojo
con respecto a la del monémero, ha sido reportado en films de Langmuir-
Blodgett (Yamada et.al, 1993; Kajikawa et.al, 1993; Miyata et.al, 1993), y se
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atribuyen a agregados de tipo J.

En base a las reglas de seleccion, la emision fluorescente de un dimero H que

absorbe hacia al azul respecto del mondmero, podria explicarse en base a dos
Procesos:
a) Existe un cambio de geometria en el estado excitado tal que @ cambia a
valores menores de 54.7, donde la emision es permitida (ver Fig. IV-10). Esto
implicaria la conversién de un dimero de tipo H a un dimero de tipo J durante el
tiempo de vida del estado excitado del dimero, estimado menor que el del
mondmero (cuyo valor es = 1 ns en DMPC, fase gel; Aramendia et al., 1988).

b) Existe una conversion interna desde el estado E2 al estado E1 (de acuerdo
con la regla de Kasha), seguida de emision fluorescente desde el estado de
menor energia, E1 (ver fig. IV-). Si bien la teoria excitonica predice que dicha
emision es muy débil (transicion prohibida), es posible que la emision se
favorezca en el estado adsorbido sobre una membrana rigida en fase gel.

En ambos casos la banda de emisién del dimero se encontraria desplazada
hacia el rojo respecto a la banda de emision del monoémero, tal como fue
observado experimentalmente.

Se realizaron calculos estimativos del rendimiento cuantico de fluorescencia
de la solucién y del dimero. Los valores obtenidos figuran la seccion siguiente.

IV.4.a Caélculo de rendimientos cuanticos de fluorescencia.

Se calcularon valores del rendimiento cuantico de fluorescencia de MC540 en
liposomas MLV y LUV de DPPC a 25°C y para distintas relaciones /1. Dichos
valores se obtuvieron mediante el método descripto por Parker (1968) segun la
ecuacién [V-8:

ca, (1-107%
¢ = 3, (1-107)

~ e =107 (IV-9)

donde ¢f representa el rendimiento cuantico de fluorescencia de la muestra y los
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indices s y r se refieren a la muestra a determinar y a una solucion de referencia,
respectivamente. Como referencia se empleé una solucién de MC540 en etanol
(¢:=0.15 a 25 °C; Aramendia et al,, 1988). a representa el area bajo el espectro
de emision corregido y A es la absorbancia a la A de excitacion.

Solamente se calculé ¢f para las muestras consideradas en Ias tablas IV-2 y 1V-
3 cuya absorbancia méxima (a 568 nm) fuese menor o igual que 0.05, con el fin
de evitar efectos de autoabsorcién (Eaton, 1988). No se consideraron
correcciones por diferencias entre los indices de refraccién de muestra y
referencia.

Los rendimientos cudnticos de monémero y dimero ¢{* y ¢f respectivamente se
relacionan con ¢f por medio de la relaciéon (TV-10):

¢¢ = bof' +b,¢f (IV-10)

bm es la fraccidn de radiacion total absorbida por el monémero a la longitud
de onda de excitacién

be = (IV-11)

donde e, y A representan el coeficiente de absorcién molar del monémero y la
absorbancia de la solucidn, respectivamente (correspondientes a la longitud de
onda de excitacién) (R.M.Negri, tesis doctoral); y bg = 1 - by, representa la
fraccién de radiacién absorbida por el dimero.

En un trabajo previo, Aramendia et al. determinaron ¢' en membranas LUV
de DMPC. Para ello consideraron relaciones s/l menores que 1:520, y longitud
de onda de excitacion igual a 560 nm. A dicha longitud de onda el coeficiente
de absorcion molar del dimero es dos 6rdenes de magnitud menor que el del
mondmero, y por lo tanto en las condiciones empleadas por Aramendia et al. es
of =6} . En fase gel, debido a la presencia de dimeros fluorescentes, se espera
que ¢f sea dependiente de la longitud de onda de excitacién. Por dicha razdn se
decidi6 emplear en el presente estudio una longitud de onda diferente con el fin
de estimar el rendimiento cuantico de fluorescencia del dimero, ¢¢. Se utilizd

Aexc = 530 nm, que corresponde al maximo de absorcién del dimero. Es de
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destacar que si bien Aramendia et al. no estudiaron las propiedades fotofisicas
de los dimeros de MC540, observaron que la forma del espectro de emision es
dependiente de la longitud de onda de excitaciéon, mencionando que ello podria
deberse a la posible presencia de dimeros fluorescentes.

Los valores de ¢f obtenidos en MLV y LUV de DPPC a diferentes relaciones
s/l se representan en las tabla IV-4 A y B respectivamente. Para valores
similares de by, se obtuvieron valores similares de ¢f en liposomas MLV y
LUV (ver tablas IV-4 y IV-5),

En dicha tabla se observa que ¢f disminuye al disminuir la relacién s/l. este
resultado es compatible con la presencia de dos especies en equilibrio,
absorbiendo respectivamente una fraccién de la radiacién total incidente, e
indica que es ¢f < ¢f'.

Aramendia et al. (1988) y Krieg (1993) obtuvieron ¢3! = 0.6 en liposomas de
DMPC y DPPC en fase gel. Sin embargo los valores de ¢ de las tablas IV-4 A
y B son sistematicamente menores que el producto 0.6xby, que corresponderia
al primer término de la ecuacion (IV-10). Este resultado parece indicar que en

las condiciones utilizadas en el presente trabajo, donde la presencia de dimeros
es importante, el valor de ¢;' es menor que el obtenido en ausencia de dimeros,

suginiendo un efecto de quenching de la emision del monomero al aumentar la
relacion s/l.

Finalmente, considerando la relacién (IV-10) y la dependencia de ¢f con by,
se concluye que es ¢f < ¢f < ¢*. Por lo tanto, si bien es dificil establecer si ¢
varia 0 no con la relacion s/l, los datos obtenidos indican que ¢7 < 0.07,
teniendo en cuenta los valores de ¢f obtenidos para s/1=1:351 en LUV DPPC.
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TABLA 1V-4: Rendimientos cuanticos de fluorescencia, ¢f, de MC540 en
MLV (A) y LUV (B) de DPPC a 25°C. b = fraccién de la radiacién absorbida
por el monémero.

\ A) MLV DPPC
|
s/l by of
f 1:3800 | 042 | 0.25
12300 | 038 | 0.16
1:1530 | 034 | 0.11
1:1050 | 036 | 0.10
B) LUV DPPC

s/l bm Oof
1:1300 | 0.52 0.26

1:973 0.49 0.19
1:507 0.35 0.10
1:351 0.33 0.07
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IV.S CONCLUSIONES

En el capitulo anterior se mostré que mediante MC540 es posible obtener
informacion detallada acerca de propiedades topoldgicas de membranas
lipidicas. Esto fue posible a través de las sefiales espectroscopicas previamente
conocidas para dicha sonda pero también debido a la apariciéon de dos nuevas
sefiales no caracterizadas aun.

La existencia de diferentes especies en fase acuosa y en membrana y el
cambio en el peso relativo de la sefial de cada una de ellas permitié obtener
informacién acerca de cambios estructurales superficiales, especialmente a
través de la banda de absorcién a 450 nm.

La alta sensibilidad mostrada por la sonda a cambios no facilmente detectables
mediante otros métodos abri6 un campo de investigacién que requeria la
caracterizacion de las nuevas sefiales: absorcion a 450 nm y emision
fluorescente a 630 nm.

En este capitulo se planteé la caracterizacion de la fluorescencia a 630 nm, ya
visualizada como fluorescencia del dimero de MC540 en membranas en fase
gel. Esta ultima condicion de fase requiri6 la busqueda de condiciones
adecuadas de concentracion de la sonda, tales que se evitase la presencia de la
misma en fase acuosa.

La busqueda de esas condiciones permiti6 al mismo tiempo confirmar
interpretaciones realizadas en los estudios del capitulo anterior. Por ejemplo, de
acuerdo a las condiciones de adicion de la sonda al liposoma es posible sensar
exclusivamente la interfase externa (figuras [V-2 y [V-4); se pudo averiguar que
la sefial de absorcion a 450 nm existe también en el caso de membranas de
DPPC en fase gel, aunque oculta por la mayor intensidad de las otras bandas
(figura 1V-4) y que 1o mismo sucede con la emision a 630 nm en membranas de
DPPC cuando la concentracion de sonda en fase acuosa es alta (figura [V-1B).

En conjunto, estas tres observaciones destacan la diferencia notable en las
caracteristicas interfaciales que membranas compuestas por DMPC y DPPC
demuestran a través de la interacciéon con la sonda. Este es un resultado que
pone en evidencia la diferencia que introducen sélo dos atomos de carbono mas
en los residuos de acidos grasos de dichas fosfatidilcolinas.
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En condiciones en que existen sélo mondémero y dimero asociados a
membranas en fase gel se determinaron las constantes de equilibrio de
dimerizacion en MLV y LUV y se confirmé que la emision a 630 nm
corresponde al dimero asociado a la membrana.

Por lo tanto, la fluorescencia del dimero en fase gel demuestra ser sensible a
las caracteristicas interfaciales, tanto a nivel temperatura (ver figura III-7 y IV-
3), densidad de carga superficial (figura IV-8) y presencia de colesterol (figura
[11-9).

Los resultados mostrados en este capitulo abren una nueva linea de trabajo
dado el alto caracter diagnostico de estas nuevas sefiales espectroscopicas.



CAPITULO V
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V.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se estudiaron las propiedades de interfases lipidicas en
membranas de composicion y estado de fase conocido utilizando una sonda
que se adsorbe, merocianina 540. En este capitulo se estudiaran sistemas
similares empleando sondas en las cuales el grupo croméforo esta
covalentemente unido a la cabeza polar del fosfolipido.

El propdsito es obtener informacion sobre la polaridad de la regidn interfacial
e inferir del comportamiento fotofisico de las sondas las modificaciones que se
producen a raiz de cambios en el grado de hidrataciéon, movilidad de las
cabezas polares, curvatura de la membrana, potencial superficial y densidad de
carga. En este caso, el grupo croméforo actia como prueba dentro de una zona
que se restringe a la region interfacial ya que esta unido a la membrana por las
cadenas hidrocarbonadas.

Las sondas elegidas son dansilfosfatidiletanolamina (DPE) y
dansildihexadecilamina (DA). En la figura V-1 se muestran sus estructuras
quimicas. Ambas sondas poseen el mismo grupo croméforo, N,N-dimetil-2-
aminonaftaleno-6-sulfonato, denominado generalmente grupo dansilo.

A 8

NMO:
NMe3 o
CH;(CH:I:G—O—?H,
Hs(CH 0- )
no (CHakCHs ot ﬂ?? H,ro-i-ocnzcn Y
2 ~(CHz)=CHs & 2

+
EtsNH

Figura V-1: Estructura quimica de las sondas DA (dansildihexadecilamina, parte A) y DPE
(dansilfosfatidiletanolamina, parte B).

Derivados de aminonaftalenos se han utilizado como sondas en sistemas
biolégicos, debido a que sus propiedades fluorescentes son fuertemente
dependientes del microentorno (Waggoner y Stryer, 1970). Por ejemplo, son
muy poco fluorescentes en solventes polares, pero cuando se disuelven en
solventes no polares o se adsorben en proteinas la intensidad de la emision
aumenta significativamente y el espectro de emision se desplaza hacia
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longitudes de onda mas cortas (Seliskar y Brand, 1970). Esta dependencia con
la polaridad del solvente ha sugerido el empleo de aminonaftalenos como
sondas de "polaridad” en sistemas heterogéneos.

Uno de los primeros estudios con DPE en vesiculas lipidicas es el realizado
por Faucon y Lussan (1973). El cromdforo esté localizado en la zona del grupo
glicerol y se ha observado una disminucion gradual del grado de polarizacién
de DPE en SUV a medida que la temperatura se incrementa desde la fase gel
hacia la fase liquido-cristalina. El mismo estudio realizado con MLV muestra
una pendiente de cambio diferente. Esto indica que el radio de curvatura de la
vesicula influye en los valores de anisotropia de la sonda que sensa la interfaz.
Los mismos autores (1974) observan que el grado de polarizacién de DPE en
EPC aumenta a temperatura constante con el agregado de tones trivalentes
(La3+) y con Ca2+ solo si la membrana contiene cierta proporcion de
fosfolipidos negativamente cargados (4cido fosfatidico), y atribuyen el cambio
a un aumento en la microviscosidad del entorno de la sonda.

Se ha observado (Wells, 1976) que al aumentar el contenido de agua en en
mezclas agua-éter, la intensidad relativa de fluorescencia en el maximo de DPE
decrece mas del 50% desde eter puro hasta mezclas con alto contenido de agua
(15 mg/mL) y la longitud de onda del maximo del espectro de emision (AT,)
aumenta 40 nm.

Un estudio con una sonda similar en la cual el grupo dansilo esta unido a la
serina de fosfatidilserina muestra un corrimiento al azul del maximo de
emisién, un aumento de anisotropia y un aumento de la intensidad relativa de
emision en vesiculas de PS en presencia de iones divalentes (Ca2+, Mg2+).
Los autores sugieren un desplazamiento del cromoéforo hacia zonas mas
internas y menos polares en la bicapa (Harris, 1977). Resultados similares
fueron reportados por Gupte et al. (1979). En ambos casos se observa
disminucién en el valor de anisotropia estacionaria de la sonda como respuesta
al agregado de cationes monovalentes.

Los estudios de salto de temperatura realizados por Teissie (1979) muestran
que DPE detecta el comienzo de la transicion principal 4°C antes del valor
reportado para otras sondas localizadas en el interior de la bicapa. Teissie
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sugiere que el hecho se debe a que la interfaz es la region desde donde se
"dispara” el proceso de transicion de fase. Los resultados son consistentes con
los obtenidos por Faucon y Lussan (1973).

Un estudio del comportamiento dindmico de DPE en butanol y liposomas
multilamelares de EPC es realizado por Ghiggino et al. (1981). Los resultados
son analizados considerando la reorientacion de las moléculas de solvente
alrededor del cromoforo en el estado excitado. Dicho proceso se denomina
relajacion del solvente y, en el caso del sistema estudiado por dichos autores,
ocurre en la escala de tiempo del orden del tiempo de vida del estado excitado
del fluoréforo. En un trabajo posterior, Stubbs et al. (1985) estudiaron
nuevamente procesos de relajacion en distintos derivados del grupo dansilo, en
funcion de la temperatura en MLV de DMPC y DPPC.

Kimura e Ikegami (1985) emplearon DPE para evaluar constantes dieléctricas
locales en liposomas. La medicion comparativa de anisotropia de DPE y DPH
en funcién de la temperatura muestra la diferente dinamica de las regiones
hidrocarbonada e interfacial de la bicapa.

Un estudio realizado por Ohki y Amold (1990) emplea la sensibilidad de las
sondas de dansilo para detectar cambios en la constante dieléctrica a nivel de
interfaz y relaciona los resultados con la capacidad fusogénica inducida por
distintas moléculas.

En este capitulo se estudian las caracteristicas espectroscopicas de DPE y DA
en en membranas lipidicas en funcién del tamafio y de la composicion
empleando sistemas unilamelares (SUV y LUV).

También se analiza el comportamiento de estas sondas en membranas cuyas
propiedades interfaciales, por ejemplo potencial superficial, es modificado por
la introduccién de colesterol y floretina.

Como sistema de referencia se presentan en primer lugar las caracteristicas
espectrocopicas de las sondas en solventes organicos.
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V.2 METODOS
V.2.a Corrimiento de Stokes y relajacion del solvente.

El proceso de relajacion del solvente ocurre cuando el valor del momento
dipolar del cromoéforo en el estado excitado, n*, difiere considerablemente del
valor del momento dipolar en el estado fundamental, p. En dicho caso el
proceso denominado relajacion del solvente es un factor importante a
considerar para interpretar la dependencia de los parametros fotofisicos del
croméforo con el medio en que se encuentra.

La absorcién de radiacién ocurre en alrededor de 10-15 segundos, el cual es un
tiempo adecuado para la redistribucion de electrones, produciéndose un
momento dipolar p* distinto de p. La creacién de n* perturba la caja de
solvente alrededor del croméforo. En un medio polar las moléculas de solvente
relajan por interacciones dipolares, a través de la reorientacion de sus dipolos,
disminuyendo en consecuencia la energia del estado excitado. Por lo tanto el
proceso de relajacion del solvente contribuye a aumentar la diferencia de
energia entre la absorcion y la emisién de radiacion, que se evalaa en términos
del corrimiento de Stokes, S (en unidades de numero de onda):

S=V‘—Vf (V‘l)

donde v, es el nimero de onda correspondiente al maximo del espectro de
absorcion (o de excitacion) y vf el nimero de onda correspondiente al maximo

. = max
del espectro de fluorescencia (vf= 1/Agn)-

Lippert (1957) y Mataga et al. (1956) desarrollaron un modelo matematico
sencilio, relacionando S con la constante dieléctrica del medio (€) vy el indice
de refraccion (n) mediante la ecuacion:

«\2

2(“"“) e-1 n?-1
S=v, —ve = - +S V-2
a hca? 2e€+1 2n°+1 0 (V-2)
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donde h es la constante de Planck, c la velocidad de la luz en vacio, a es el

radio de la cavidad en la cual reside el croméforo y Sq es el corrimiento de
Stokes en vacio.

El modelo supone que el solvente se relaja completamente alrededor del
cromoforo antes de que ocurra la emision. Esta hipétesis es correcta en medios
de baja viscosidad, en donde el tiempo de reorganizacion de los dipolos del
solvente, TR, es mucho menor que el tiempo de vida del estado excitado, 1
(Lakowicz, J.R., Principles of Fluorescence Spectroscopy. Plenum Press, New
York, 1983). En caso contrario la emision ocurre desde un estado no relajado,
de mayor energia que el estado completamente relajado, y se obtienen valores
menores de S que los predichos por la ecuacion de Lippert-Mattaga.

V.2.b Anisotropia estacionaria: definicion y calculo.
La anisotropia estacionaria <r> se obtiene mediante la ecuacion:
<r> = (Ivv - Ivh) / (Ivv + 2 G Ivh) (V-3)

donde I representa la intensidad de fluorescencia, los indices v y h las
componentes de la radiacion polarizadas en forma vertical y horizontal,
respectivamente; el primer subindice en orden de izquierda a derecha
corresponde a luz incidente y el segundo a luz emitida; y G = Thv/lhh es un
factor de correccion instrumental, medido en cada una de las determinaciones
de <r>. El valor resultante de <r> se obtuvo como el promedio de los valores
de amsotropia medidos para aproximadamente 20-30 longitudes de onda
diferentes alrededor de la longitud de onda del maximo de emision, Am%,.
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V.3 PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS EN SOLVENTES
ORGANICOS

El conocimiento de las propiedades fotofisicas de un determinado croméforo
es importante para la comprension del comportamiento que sondas derivadas
de dicho cromo6foro experimenten en funcion de diversas variables.

En relacién a los croméforos dansilo, la variacion del rendimiento cuantico de
fluorescencia, ¢f, y de A™: con la polaridad del solvente en soluciones
homogéneas fue estudiada por Seliskar y Brand (1970) en una sene de catorce
aminonaftalenos con diferentes sustituyentes. Dichos estudios indicaron que
una transferencia de carga intramolecular se produce luego de la absorcion de
radiacién en la banda de menor energia (transicion singlete-singlete). Este
proceso es el que originaria el aumento del momento dipolar en el estado
excitado. El grupo croméforo de DPE y DA, N,N-dimetil-2-aminonaftaleno-6-
sulfonato, verifica la relacion de Lipert-Mataga en mezclas etanol-agua
(Seliskar y Brand). Seliskar y Brand determinaron, mediante (V.2), que la
diferencia (u* - p) es de aproximadamente 19 D.

V.3.a Resultados y discusion.

En la tabla V-1 se tabulan la longitudes de onda del maximo de los espectros
de excitacién y de emisién de DPE y DA en distintos solventes. En la misma
se observa como el corrimiento de Stokes, S, aumenta con la polaridad del
solvente.

En la figura V-2 se representa S en funcion de la varable

2
e-1 n° -1 , . .
F= -—— S varia en forma aproximadamente lineal con F, como
2€+l 2n°+1

predice la ecuacion de Lippert-Mataga, (V-2).
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TABLA V-1: Longitudes de onda correspondientes a los maximos de emisién
(A7) para DPE y DA en solventes organicos a 22 9C. En cada solvente Am™,
fue independiente de la longitud de onda de excitacion. € representa la
constante dieléctrica del solvente y n el indice de refraccién.

A™ DPE = 340%1 nm; A™* DA= 342+1 nm en todos los solventes.

SOLVENTE € n DPE: S DA: S
A (nm) | (em™!) | A (nm)| (cm"))
Parafina - ——-- 472 8053 456 7310
Metilciclohexano | 2 1.42 480 8752 458 7406
Cloroformo 5 1.44 508 9727 494 9169
Butanol 18 1.40 521 10218 524 10328
Etanol 25 1.36 522 10255 528 10472
1,2-propanodiol | 32 1.43 534 10685 534 10513
A 8
12000 S (I/cm) 12000 $(17cm)
11000 11000 L
o) . <l
D ©
10000 10000
9000 9000
8000} 8000
7000 " A e 7000 - . -
0 ol 0.2 03 0 ol 0.2 03
F F
-~ DPE DA

Figura V-2: graficos de Lippert-Mataga para DPE (A) y DA (B) en medio homogéneo. S =

2
€-1 _m" -1 [os valores de S, € y n corresponden a los de

corrimiento de Stokes. F = -
2e+l 2n%+1

tabla V-1.
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2(u _ u.)z
hca®
(6320 + 1023) cm~1 para DPE y (10445 + 718) cm~1 para DA. La ordenada al
origen corresponde a Sq, obteniéndose: Sg = (8661 £ 252) cm-! para DPE y Sg

= (7439 + 177) cm~1 para DA.

De la pendiente de dichas rectas se obtuvieron valores de iguales a

En la tabla V-2 se representan las longitudes de onda de emision de dichas
sondas obtenidas en 1,2-propanodiol a diferentes temperaturas.

TABLA V-2: Longitudes de onda correspondientes a los maximos de los
espectros de excitacion (A7) y de emisién (A=%,) para DPE y DA en 1,2
propanodiol a diferentes temperaturas.

TEMPERATURA | DPE: DA:
(°C) Nemo(nm) | AG, (nm)

-53 479 485

-43 494 498

-36 504 504

-28 515 515

-18 525 525

8 534 534

22 534 534

1,2-propanodiol es un solvente viscoso que forma soluciones vitreas a bajas
temperaturas. Dado que en dicho medio y a -53 OC los tiempos de rotacién
molecular son mucho mas largos que el tiempo de vida del estado excitado, el
valor de anisotropia estacionaria, <r>, medido en tales condiciones es igual al
valor de anisotropia limite (llamado también anisotropia fundamental), rg. Se
obtuvo rg = 0.30 para DPE y rg = 0.29 para DA.

Por otra parte en la tabla V-2 se observa el efecto de la temperatura sobre Améx

en un medio de alta viscosidad (1 = 40 ¢P a 25 °C). Cuando la temperatura

disminuye la constante dieléctrica aumenta y por lo tanto la ecuacién de
Lippert-Mataga predice un aumento de A™:,. Sin embargo A™:, disminuye al
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pasar de 22 °C a -53 °C en 1,2-propanodiol. Este resultado muestra que la
emisién ocurre desde un estado no relajado. La elevada viscosidad del medio

impide la completa reorientacion de las moléculas del solvente alrededor del
cromoforo y por lo tanto la emisidén ocurre a mayores energias (menor AT

cmis

que las correspondientes a un medio de igual constante dieléctrica pero baja
viscosidad. Cuando la temperatura disminuye la viscosidad aumenta y AT

cmis

disminuye aun mas, como se observa en la tabla V-2.
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V.4 ESTUDIOS EN FUNCION DEL TIPO DE LIPOSOMA

V.4.a Resultados.

Mediante las sondas DA y DPE, se estudiaron las propiedades de la interfaz
de bicapas de DMPC en liposomas unilamelares de distinto tamafio: SUV
(vesiculas unilamelares sonicadas, diametro 25-50 nm) y LUV (vesiculas
unilamelares grandes, diametro 90-100 nm de acuerdo a nuestro método de
preparacion).

Las figuras V-3 y V-4 muestran los espectros de emision y excitacion de
fluorescencia de DPE y DA en funcion de la temperatura. Los espectros de
emision varian su intensidad y la longitud de onda del maximo de emisién,
mientras que en los espectros de excitacion solo se modifica la intensidad del
maximo. Los méaximos de excitacion para la sonda DPE y DA son 341 nm y
346 nm respectivamente, los cuales permanecen invaniantes a las distintas
temperaturas ensayadas. Estos experimentos fueron realizados partiendo desde
32°C, temperatura en la cual DMPC est2 en fase liquido-cristalina Ly, y

descendiendo gradualmente la teinperatura hasta 7°C, en la cual DMPC esta en
fase gel Lg.

La figura V-5 y la tabla V-3 permiten hacer un analisis mas minucioso de los
cambios mencionados. En la figura V-5A para DPE se grafica la variacion de
la longitud de onda del maximo de emisién de fluorescencia con la
temperatura. Si bien en todos los casos a mayor temperatura la longitud de
onda es mayor, la pendiente de cambio no es la misma para SUV (A) que para
LUV (O). Para SUV se observa un aumento monétono de la longitud de onda
de emision en todo el rango de temperaturas. En cambio para LUV la lambda
de emision es la misma entre 16° y 19°C y varia muy poco en el rango 13°-
22°C. En la figura las limeas verticales a 14° y 24°C seiialan las temperaturas
de cambio de fases Lg'—Pp' y Pp'—Lq determinadas en MLV de DMPC
(Lipka et al., 1984; Janiak et al., 1979).

La dependencia de la intensidad de fluorescencia del maximo de emisiéon con
la temperatura también muestra un comportamiento diferente para SUV y LUV
(fig. V-5B). Para SUV (A) la intensidad decrece en forma continua
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FIGURA V-3: Espectros de emision de fluorescencia de DPE y DA en funcién de la temperatura en SUV
(Ay C)y LUV (B y D) DMPC. a) 7°C; b) 10°C; c) 13°C; d) 16°C; e) 19°C; f) 22°C; g) 27°C; h) 32°C.
Aexcit.= 320 nm. Las AT se indican en Tabla V-3.
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FIGURA V-4: Espectros de excitacion de DPE y DA en funcién de la temperatura en SUV (Ay C) y
LUV (B y D) DMPC. a) 7°C; b) 10°C; ¢) 13°C; d) 16°C; e) 19°C; f) 22°C; g) 27°C; h) 32°C.

Aemis= 630 nm.
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con el aumento de temperatura, mientras que para LUV (0) la intensidad es
maxima a 16°C y decrece hacia ambos extremos (7° y 32°C).

Las figuras V-5 Cy D y la tabla V-3 muestran el mismo analisis para la sonda
DA. El comportamiento es similar al descripto para DPE, si bien se observa
que para SUV entre 16 °C y 19 °C A™, no varia, mientras que para LUV el
maximo de intensidad de fluorescencia se produce a T = 19°C y la longitud de
onda permanece casi invariante ahora en el rango 16°-27°C.

TABLA V-3: Variacién de A7, y de la intensidad de emision a dicha longitud
de onda en funcioén de la temperatura.

T DPE SUV DPE LUV DA SUV DA LUV
C)
A emis | intens | A emis | intens | A emis | intens | A emis | intens
7 511 }2.829 515 |1.190 530 |2.893 527 | 1.279
10 515 |2.784 517 |1.257 530 |2.753 533 1.337
13 518 |2.662 522 [ 1.512 534 | 2.669 533 1.438
16 522 | 2.643 523 1.863 536 |2.571 535 1.536
19 524 | 2.565 523 1.809 536 |2.439 536 1.636
22 527 |2.380 525 1.716 538 |2.344 536 1.585
27 528 {2.007 531 1.388 542 |[2.113 537 |1.216
32 531 1.741 532 | 1.208 543 1.992 546 1.254
Av (cm-D)| 7371 6205 4517 6603

1
Av

1

TmiE (320C) A (7°C)

La figura V-6 muestra los graficos de intensidad del maxamo de excitacion en
funcion de la temperatura para SUV y LUV y para ambas sondas: DPE parte A
y DA parte B. Se obtiene el mismo patrén de cambio que mediante el analisis
de los espectros de emision.
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FIGURA V-5: Variaciéon de la longitud de onda de emision maxima (A y C, X‘::"i, en nm) y de la
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Figura V-6: Variacién de la intensidad del maximo de excitacion de DPE (A) y DA (B) con la
temperatura en SUV (A) y LUV (O) DMPC.

Conjuntamente con el registro de los espectros de excitacién y emision se
midi6 y calcul6 el valor de anisotropia estacionaria en cada caso de acuerdo a
la ecuacion V-3. En la figura V-7 puede observarse la evolucién de la
anisotropia estacionaria para ambas sondas en funcién de la temperatura.
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Figura V-7: Variacién de la anisotropia estacionaria <r> de DPE (A) y DA (B) en funcién de
la temperatura en SUV (A) y LUV (O) DMPC.
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V.4.b Discusion.

Los datos de la tabla V-3 y de las figuras V-5 B y D y V-6 para LUV
muestran un aumento en la intensidad de emision fluorescente cuando la
temperatura desciende desde 32°C, un maximo aproximadamente entre 16° y
19° C (segun la sonda), y luego vuelve a descender a temperaturas menores. El
coeficiente de absorcion molar, €, de DPE y DA no varia con la temperatura
(Faucon y Lussan, 1973). Por lo tanto la causa de estos cambios debe ser que el
rendimiento cuantico de fluorescencia, ¢f, varia con la temperatura. ¢ es
funcién de la relacion kp/ks, donde kpr es la constante de desactivacion no
radiativa y kg es la constante de emision. Cuanto menor es kpr/kf mayor es ¢fy
por lo tanto mayor es la intensidad de la emision, I, de acuerdo con la relacion
(V-4):

. S
l+k—"'
&)

Por una parte, en solventes organicos puros la disminucién de temperatura
induce una disminucion de la velocidad de los procesos de emiston no radiativa
(Lakowicz, 1983) y kp/ks disminuye. En general, un aumento de la rigidez del
medio produce un aumento monétono de la intensidad de fluorescencia. Sin
embargo, este aumento de intensidad no se verifica cuando la temperatura
desciende mas alla de 19° (DA) o 16°C (DPE) en LUV DMPC, como se
observa en las figuras V-5B y D. Esto indica que en dichas membranas existe
otro proceso que influye sobre kpr/kf, diferente a los que se observan en
solventes puros.

knr/kf puede variar con la temperatura debido a la presencia de moléculas que
produzcan un efecto de quenching de la emisién. Para estas sondas en
membranas lipidicas el quenching por presencia de agua es el mecanismo mas
probable dada la composicion del sistema en estudio (ver estudios previos en
introduccién).

El hecho de que la intensidad de fluorescencia aumente al descender la
temperatura en un cierto rango y luego disminuya nuevamente podria
explicarse en términos de un menor o mayor acceso de moléculas de agua a la

[ =cte.d, = cte. (V-4)
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region donde se encuentra el croméforo, o a un cambtio de la ubicacion relativa
de la sonda en la interfaz inducido por la temperatura.

Un comportamiento analogo ha sido ya previamente observado mediante otras
sondas (Sonnenschein y Weiss, 1990; Lissi et al,, 1992). El aumento del
tiempo de vida de fluorescencia de las sondas empleadas por dichos autores en
LUV y en fase tubular registrado a temperaturas previas a la transicion de fase
principal, ha sido explicado considerando que las moléculas de fosfolipidos
vecinas al cromoforo tienen diferente capacidad en funciéon de la temperatura
para proteger al mismo de Ias moléculas de agua.

El aumento inicial de intensidad al pasar a fase gel podria iniplicar que existe
menor numero de moléculas de agua alrededor del croméforo. La disminucion
posterior de intensidad podria deberse a un nuevo acceso de las moléculas de
agua a la region del croméforo. Esto implicaria que la micropolaridad sensada

por el cromoforo deberia primero disminuir, y luego aumentar. Esto, a su vez
implicaria un inicial corrimiento al azul de A™~ | y un posterior corrimiento al

rojo. Sin embargo los datos experimentales s6lo muestran una permanente
disminucion de 2™ con el descenso de temperatura. Luego, este corrimiento al

azul del espectro s6lo puede explicarse si la emision radiativa se produce desde
un estado no relajado respecto al inmediato anterior, debido a la disminucién
de la temperatura. Esta suposicion es apoyada por determinaciones de los
tiempos de relajacion de las cabezas polares, que muestran una disminucion del
movimiento de las mismas al disminuir la temperatura (en particular al pasar de
fase PB- a LB- (Dufourc et al.,, 1992; MacDonald et al.,, 1991). Este factor
explicaria el continuo corrimiento al azul de la AT% en LUV detectado con
ambas sondas. El analisis de los cambios de intensidad de fluorescencia
registrados con LUV de DMPC para ambas sondas sugiere que existe
relajacion de solvente en dichos sistemas.

Es interesante observar que el aumento de intensidad de fluorescencia

observado con DPE y DA se produce en un rango de temperaturas que
corresponde aproximadamente a la region de fase gel Pgr en MLV DMPC. La

existencia de las subfases Ly y Pg se ha verificado en liposomas

multilamelares, pero no se ha informado ain en liposomas unilamelares
grandes. En vesiculas sonicadas DPE y DA no muestran dicho aumento de
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intensidad de fluorescencia, lo cual coincide con lo observado por Sonneschein
y Weiss (1990) mediante sondas derivadas del grupo pireno y con el hecho de
que dichas subtransiciones en fase gel no existen en SUV, como ha sido
observado previamente (Huang y Mason, 1978).

En este sentido las propiedades de interfaz detectadas por estas sondas se
corresponden con las propiedades determinadas mediante calorimetria
diferencial.

El corrimiento de A™% hacia longitudes de onda mayores a medida que
aumenta la temperatura puede deberse a dos causas:
1) Un cambio en la composicién molecular del microentorno del croméforo de
tal modo que Ia constante dieléctrica local aumente. Esto podria deberse a un
mayor grado de hidratacién de las cabezas polares a mayor temperatura
(Kimura e Ikegami, 1985). Este corrimiento se rige por la ecuacion de Lippert-
Mataga. Como se menciond en la seccion V.2.a, dicha ecuacién considera que
el sistema ha relajado totalmente, reorientandose las moléculas de solvente
antes que se produzca la emision fluorescente.

2) Sin embargo, en caso de que la region de interfaz en donde se encuentra la
sonda ofrezca un medio viscoso a la misma, un aumento de temperatura
también producira un corrimiento al rojo del espectro de emision, debido a una
mas completa relajacion antes de de la emision.

El caso de las sondas derivadas del grupo dansilo es un caso particular en el
cual el momento dipolar del estado excitado es muy diferente del
correspondiente al estado fundamental. Se ha verificado que en solventes
viscosos como butanol la emisién se produce desde un estado no totalmente
relajado (Ghiggino et al., 1981).

La mnsercion de la sonda en una membrana lipidica coloca a la misma en una
region donde las moléculas estin orientadas en un arreglo definido, en el cual
los movimientos moleculares y la polaridad dependen fuertemente de la
temperatura (ver capitulo I). Luego, en la evolucidn de los espectros hacia
longitudes de onda mayores con ¢l aumento de temperatura puede existir
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contribucién de ambos factores: polaridad y relajacion. Ambos se discuten
separadamente a continuacion.

Como se mostro en las figuras V-II A y B, DA y DPE verifican con buena
aproximacion la relacion de Lippert-Mataga para los solventes considerados en
tabla V-1. En dicha tabla se observa que el cambio de S con la constante
dieléctrica (€ ) es mayor para valores de € < 18. Para solventes con € > 18, un
cambio del 100 % en € solamente produce un cambio del 4 % en S. Este
comportamiento se estudid simulando la dependencia de S en funcion de €
dada por la ecuacion de Lippert-Mataga, (V-2). En dicha simulaciéon se

o\2
emplearon los valores de M y So obtemdos para DA. El indice de

hca
refraccion se supuso constante, simulandose curvas con n = 1.33 (indice de
refraccion del agua), n = 1.40 y n = 1.50. Los valores simulados de S vs. € se

muestran en la figura V-8.

S (1/cm)
12
10+ A
8 -
6
4 -
2 -
0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
constante dielectrica
=—=pns133 —ne+ld0 0150 ¥ ptos experimentiales

Figura V-8: Valores simulados de S (x10-3) en funcién de €. Para cada curva se supuso que
el indice de refraccion, n, es constante. Los puntos experimentales correspondientes a DA en

los solventes de tabla V-1 se representan para comparacion.
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En la figura V-8 se observa que para € > 20, S tiende asintéticamente a un
-1

valor maximo. En dicho rango el término o1l
€+

tiende a un valor limite igual

a0.5.

En consecuencia, la determinaciéon de constantes dieléctricas para € > 20
presenta la dificultad de que S toma valores cercanos al maximo y por lo tanto
solventes de muy distinta polaridad, (como agua y etanol: € = 78 y 25
respectivamente) daran valores similares de S. Ademas se predice que en dicho
intervalo los valores experimentales de S estarAn influidos por el término
n?-1
2n° +1
el intervalo de mayores polaridades (F = 0.3) se debe por lo tanto a las
diferencias de indice de refraccion entre distintos solventes.

. La dispersién de S con F que se observa en las figuras V-Il Ay B en

Si bien los valores de S de la figura V-8 fueron simulados usando los valores

de 2(”'-“")2
hca’

generalizada para otras sondas fluorescentes. Tocanne y Teissié (1991) han
recopilado valores de € obtenmidos con diferentes sondas espectroscopicas
localizadas en distintas zonas de la interfaz lipido-solucion. En ninguin caso los
valores reportados superan € = 40, lo cual es llamativo considerando que la
constante dieléctrica del agua es 78. El analisis aqui descripto indica que para
cada sonda existe un corrimiento de Stokes maximo tal que a partir de un dado
valor de polaridad del microentorno un aumento mayor de dicha polaridad no
producira cambios apreciables en la longitud de onda de emisién. Esta
dependencia de S con € puede dar lugar a errores importantes en la
determinacion de constantes dieléctricas para € > 20-40, cuando estas se

interpolan de la ecuacion de Lippert-Mataga.

y Sg correspondientes a DA, la dependencia de S con € puede ser

Con los valores de S medidos en SUV y LUV de DMPC a diferentes
temperaturas (tabla V-3), se interpolaron valores de constantes dieléctricas.

Para ello se supuso n = 1.35, independiente de la temperatura (Chang y
Colbow, 1976). Los valores obtenidos para € se representan en funcion de la

temperatura en la figura V-9.
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Figura V-9: Constantes dieléctricas calculadas en SUV y LUV de DMPC, correspondientes a
los microentornos de DPE y DA.

Los valores calculados de € varian entre 5 y 13 para ambas sondas en fase
gel, y aumentan notoriamente cuando la temperatura se acerca a la de
transicion de fase principal.

Nuevamente, se observa que el aumento de € en SUV es gradual, mientras
que en LUV las curvas presentan inflexiones mas pronunciadas en las regiones
de transiciones de fase determinadas en MLV (rectas a 14 y 24°C en figura V-
9) como se discuti6 anteriormente. El aumento de la constante dieléctrica entre
7 y 18°C indica que debe existir un aumento en el grado de hidratacién de la
region interfacial aun en fase gel, tal como ha sido propuesto por otros autores
(Ceve, 1991).
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Para los casos aqui estudiados no hemos observado longitudes de emision
mayores de 540 nm (S = 10.800 cm-1) en ningin solvente, ni en membranas.
Respecto de la constante dieléctrica hallada en fase liquido cristalina, la
simulacion graficada en la figura V-8 indica que valores de € mayores de 20
daran muy poca variacion en el valor de S. Por lo tanto los valores obtenidos
en fase liquido cristalina podrian estar afectados por un error de hasta 100%.
Considerando que las sondas se ubican en una region de interfaz con un medio
acuoso, los valores de € obtenidos en dicha fase parecerian ser una cota

inferior del valor verdadero.

También es necesario destacar que las constantes dieléctricas de la figura V-9
fueron calculadas usando la ecuacién (V-2), la cual supone que los dipolos que
rodean al croméforo se reorientaron completamente antes de la emision (ver
seccion V.2.a). Esta hipétesis es valida cuando TR << 1, donde TR es el tiempo
de relajacién de los dipolos y T es el tiempo de vida del estado singlete
excitado del croméforo. La validez de la misma puede ser objetada en el caso
de cromodforos en bicapas lipidicas y principlamente en fase gel, donde el
movimiento de los dipolos de las cabezas polares de los fosfolipidos es mas
lento que en fase liquida, y por lo tanto TR es mayor. (Lakowicz, 1983).
Empleando las ecuaciones mencionadas por Lakowicz en relacion con procesos

generales de relajacion, se deduce que los valores de S obtenidos
experimentalmente deberian ser corregidos por el factor multiplicativo (1 N 1&)
T

para poder utilizar entonces la ecuacion (V-2), en el caso en que haya
relajacion durante el tiempo de vida del estado excitado.

En el caso de DPE y DA, se han hallado valores de TR entre 1 y 2 ns y T entre
15 y 18 ns dependiendo del estado de fase de la membrana (Gighino et al.,
1981; y resultados no incluidos en esta tesis). Por lo tanto el factor de
correccion mencionado variaria entre 1.06 y 1.13, lo cual aumentaria el
corrimiento de Stokes entre un 6 y un 13%. Este cambio puede no ser
importante en fase liquida por las razones antes mencionadas. En fase gel un
aumento de 13% en S cambiaria un valor de € de 5 a 6 aproximadamente, lo
cual tampoco afecta significativamente las interpretaciones sobre como varia la
polaridad de una regiéon en funcién de la temperatura. No obstante,
dependiendo de los valores de tR y T, la correccion debida al factor de
relajacion puede ser significativa para otras situaciones o sondas fluorescentes.
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V.5 ESTUDIOS EN FUNCION DE LA COMPOSICION LIPIDICA
V.5.a Resultados.

En esta parte se estudian las propiedades de las interfases de liposomas
unilamelares sonicados de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dipalmi-
toilfosfatidilglicerol (DPPG) y mezclas equimolares de ambos lipidos, a
distintas temperaturas en fase gel y liquido cristalina, y en liposomas
multilamelares de DPPC en fase gel dopados con distintas proporciones de
colesterol y floretina.

En la tabla V-4 A y B se indican los parametros medidos para DPE y DA
respectivamente mediante fluorescencia estacionaria en membranas con
diferente densidad de carga superficial negativa aportada por el fosfolipido
DPPG.

V.5.a.]1 Influencia de la temperatura a composicion lipidica fija:

Para membranas de DPPC 100%, se produce un cormmiento al rojo del
espectro de emisiéon de fluorescencia tanto para DPE como para DA, si bien
dicho corrimiento es mas pronunciado para DPE (Av = 6962 cm-1) que para
DA (Av = 4193 cm-1).

Para membranas mixtas de DPPC 50%/ DPPG 50%, el comportamiento de
ambas sondas con el aumento de temperatura es similar, produciéndose un
corrimiento al rojo, en este caso mas pronunciado para DA que para DPE (ver
valores de Av en tabla V-4 Ay B).

En el caso de membranas de DPPG pura, el efecto de la temperatura en el
espectro de emision de DA es analogo al descripto anteriormente. Si bien los
valores de A™* a 13°C no son iguales para las tres composiciones, Av entre 13°
y 48°C varfa entre 4000 y 6000 cm- ..

Contrariamente, DPE presenta la particularidad de que su espectro de emision
no se desplaza a longitudes de onda mayores con la temperatura,
manteniéndose la A™% = 540 nm invariante en fase gel y liquido cristalina.
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Por otra parte, los valores de anisotropia estacionaria para ambas sondas y
para todas las composiciones lipidicas descriptas disminuyen con el aumento
de temperatura. Si bien el valor final obtenido a 48°C es 0.03-0.04 en todos los
casos, la proporcion de cada cambio es distinta dado que los valores iniciales
hallados a 13°C para cada sonda y composicion presentan diferencias notables.

TABLA V-4
A) DPE
COMPOSICION
13°C 32°C 48° Av#
Ak <> Amdx < | Am | <>
DPPC 513 |0.15 | 523 0.09 | 532 |0.03 |-6962
DPPC/DPPG 524 |0.13 534 0.07 | 537 |0.02 |-4620
DPPG 540 |0.10 | 541 006 | 540 |0.03 0
Av* -9747 -6362 -2785
B) DA:
COMPOSICION
13°C 32°C 48° Av#
Ak <> Amdx <> | A | <>
DPPC 529 [0.19 | 536 0.12 | 541 |0.04 |-4193
DPPC/DPPG 516 |0.18 | 528 0.11 | 534 |0.04 |-6532
DPPG 490 |10.09 | 493 0.07 | 504 ]0.03 [-5669
Av* 15046 16273 13570

* Av representa la- diferencia entre v(DPPC 100%)-v(DPPG 100%) en cm-1

donde v = 1/Am&,
# Av representa la diferencia entre v(48°C)-v(13°C) en cm -1 donde v = 1/a™,.
Amx de DPE y DA es 341 nm y 346 nm respectivamente, para todas las

temperaturas y composiciones de membrana indicadas.
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V.5.a.2 Influencia de la composicion lipidica a temperatura constante:

La evolucion de los espectros de DPE con el cambio de composicion de
DPPC pura a DPPG pura es inversa a la de DA: los espectros de DPE se corren
al rojo mientras que los de DA se corren al azul.

La magnitud del corrimiento al azul es similar para las tres temperaturas en el
caso de DA; mientras que para DPE el corrimiento al rojo en fase liquido
cristalina (48°C) es mucho menos pronunciado que en fase gel a 32°C, y este a
la vez menor que a 13°C.

Excepto en fase liquida, en donde los valores de anisotropia son
practicamente iguales para ambas sondas en todas las composiciones y
temperaturas, el analisis a temperatura constante muestra una disminuciéon de
<r> con el aumento en la proporcion de DPPG.

V.5.b Discusion.

DPE y DA tienen el mismo grupo cromoférico unido covalentemente a dos
grupos hidrocarbonados diferentes: un fosfolipido y un dialquilamino
respectivamente (ver figura V-1). Adicionalmente, DPE tiene una carga
negativa en el grupo fosfato de su cabeza polar, mientras que DA es una sonda
neutra. La estructura quimica del DPE es la de un N-acil derivado de la
fosfatidiletanolamina y en consecuencia la cabeza polar que contiene el
cromoforo puede experimentar los cambios conformacionales caracteristicos de
los fosfolipidos. No es factible en cambio, que la estructura quimica de DA
sufra cambios conformacionales que afecten su ubicacion en la interfaz de
modo significativo. Por lo tanto, la exacta ubicacién de ambas sondas en la
interfaz y su comportamiento frente a cambios estructurales inducidos por
temperatura, densidad de carga superficial, composicion lipidica, etc. puede ser
diferente. El analisis de los resultados descriptos anteriormente debe tener en
cuenta estos factores diferenciales entre ambas sondas.
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V.5.b.1 Analisis de los cambios observados a composicion lipidica constante:

El commmuento de los espectros de emision a longitudes de onda mayores al
pasar de 13° a 48°C es, como se discuti6 en la seccién anterior, probablemente
debido en parte a cambios en la polaridad del microentorno del croméforo y en
parte a una mas rapida relajacion del solvente a mayor temperatura. El aumento
de temperatura produce un aumento en la movilidad de los grupos a nivel de
interfaz y por lo tanto una mas rapida relajacién. A su vez; una consiguiente
entrada de agua a mayor profundidad y aumento del grado de hidratacién
(Smmon y MclIntosh, 1986b) generan un aumento en la polaridad de la region
interfacial.

En el caso de DPE también podria existir un cambio conformacional de la
cabeza polar de la fosfatidiletanolamina a la cual estd unida la sonda. La
estructura quimica de DPE es similar a la de un N-acilderivado de Ila
fosfatidiletanolamina. La conformacién del grupo polar de dichos derivados
fosfolipidicos ha sido estudiada por Lafrance et al. (1990) mediante
espectroscopia infrarroja y Raman. Los autores hallaron que si la longitud del
grupo acilo es menor de la equivalente a 10 atomos de carbono (como seria en
el caso del cromoforo dansilo) dicho grupo se localiza en la regidn del grupo
sn-1 carbonilo en fase gel, desplazandose hacia la zona mas externa del grupo
glicerol en fase liquido-cristalina. Este cambio de ubicacién podria contribuir
al corrimiento de Stokes observado.

DPE presenta ademas la particularidad de que en membranas de DPPG 100%
el espectro de fluorescencia no experimenta cambio en A™, cuando aumenta la
temperatura, y el valor inicial medido en fase gel a 13°C esta de por si
fuertemente desplazado al rojo (siendo este el mayor valor obtenido para esta
sonda en membranas y solventes organicos).

Este hecho podria deberse a una fuerte repulsion electrostatica entre el grupo
polar de DPE y el de DPPG, ambos cargados negativamente en el grupo
fosfato, lo cual llevaria a la sonda al extremo mas alejado posible hacia la fase
acuosa. En dicha posiciéon el grado de hidratacién seria maximo (méaxima
polaridad y corrimiento al rojo del espectro). El croméforo estaria a todas las
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temperaturas ubicado practicamente en la fase acuosa, constituyendo ésta el
medio mas altamente polar posible para la sonda. Los espectros de
fluorescencia no son sensibles a los cambios en la membrana producidos por la
transicion de fase. No obstante, el cambio de fase resulta evidente a través del
cambio del valor de amsotropia estacionaria, el cual disminuye notablemente
con la temperatura.

En todos los casos, la disminucion de amsotropia muestra el aumento en la
movilidad de las cabezas polares a nivel de interfaz. Aun en fase gel (13°-
32°C) el aumento de temperatura incrementa la movilidad (Dufourc et al.,
1992).

V.5.b.2 Anilisis de los cambios observados a temperatura constante en
funcion de la composicion lipidica:

Es importante recalcar que este andlisis es posible debido a que
fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol de la misma longitud de cadena de acidos
grasos saturados son completamente miscibles y tienen iguales temperaturas de
transicion de fase gel/liquido-cristalina (Sixl y Watts, 1982; Blunie, 1983).

Existen dos importantes diferencias a nivel del grupo polar entre DPPC y
DPPG. DPPG lleva una carga negativa en el grupo fosfato mientras que DPPC
es switterionica. El valor hallado para el momento dipolar del grupo
fosfoglicerol es p = 11 D, mientras que el del grupo switerionico fosfocolina es
p = 19 D (Shepherd y Buldt, 1978; Marassi y Macdonald, 1991).

El espectro de emision de fluorescencia de DPE se desplaza fuertemente al
rojo en presencia de DPPG (tabla V-4A). Este hecho puede explicarse (al igual
que en el analisis hecho anternormente para DPPG 100% con la temperatura)
considerando el desplazamiento del cromoéforo hacia la fase acuosa debido a
repulsidn electrostatica.



102

Para la sonda DA, como puede verse en la tabla V-4B, al aumentar la
composicion porcentual de DPPG a temperatura constante se produce un fuerte
corrimiento de los espectros hacia longitudes de onda menores.

Como se discutié al estudiar liposomas de distinto tamafio, el corrimiento al
azul de A™* puede deberse a una disminucién de la polaridad alrededor del
cromdforo o a una relajacion del solvente mas lenta (ver figura V-7). Respecto
a primer punto, el momento dipolar del grupo polar de DPPG (p = 11 D) es
mucho menor que el de DPPC (p = 19 D). Con respecto a la posible
contribucién de una relajacién del solvente incompleta, no hemos encontrado
datos disponibles en la literatura que permitan clarificar ese punto. Aun
suponiendo que no hubiese diferencias significativas entre ambos fosfolipidos
a este respecto, la menor polaridad del grupo fosfatidilglicerol justifica que su
incorporacion en la membrana produzca el corrimiento al azul de los espectros
de emision de DA.

El cambio de composiciéon de DPPC pura a DPPG pura muestra en ambos
casos una disminucién en el valor de anisotropia estacionaria de las sondas.
Dicha disminucién es menos significativa a mayores temperaturas y desaparece
en fase liquida.

En el caso de DPE, la disminuciéon de anisotropia del fluoréforo podria
deberse a que la sonda al desplazarse hacia la fase acuosa accede a regiones
con mayor libertad de movimiento.

En el caso de DA, la disminucién de <r> podria deberse a diferencias en el
grado de empaquetamiento de ambos fosfolipidos. Sin embargo Pascher et al.
(1987) indican que el patrén de empaquetamiento de fosfatidilglicerol es muy
similar al de fosfatidilcolina. Por el momento, es dificil dar una interpretacion
al respecto, debido a la falta de informaci6n adicional (estudios comparativos
con otras sondas) que permitan proponer un modelo sencillo.
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V.6 EFECTO DE LA INTRODUCCION DE MOLECULAS CON
DISTINTO MOMENTO DIPOLAR: COLESTEROL Y FLORETINA

V.6.2 Resultados.

Se incorpord colesterol y floretina a membranas multilamelares de DPPC a
temperatura ambiente (22°C), y se estudido su efecto en los espectros de
fluorescencia de DA y DPE. Estas moléculas poseen momentos dipolares
mucho menores que el del grupo fosfocolina y los estudios estan dirigidos a
obtener mayor informacién acerca de la influencia de la introduccién en la
membrana de moléculas con menor momento dipolar.

En la figura V-10 se muestra la estructura molecular de la floretina; la
correspondiente a colesterol esta representada en la figura 10 del capitulo III.

Figura V-10: Estructura molecular de floretina.

Las tablas V-5 A y B muestran los valores de A% y A™* para DPE y DA
respectivamente, del corrimiento de Stokes (S) y de la anisotropia estacionaria
(<r>) para vesiculas multilamelares de DPPC dopadas con distintas
proporciones de colesterol y floretina. Como puede observarse, las sondas DPE
y DA experimentan un patrén de comportamiento similar como respuesta a la

introduccion de estas moléculas.
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TABLA V-5: Parametros espectroscopicos para las sondas DPE y DA en
membranas de DPPC y mezclas con colesterol y floretina a T = 25°C.

A) DPE
COMPOSICION | Am& (nm) AT (nm) S (em )| <
DPPC 522 341 1020 0.11
Colest 10% 488 339 9000 0.07
Colest 30% 482 337 8900 0.08
Floretina 5% 518 355 8900 0.095
Floretina 20% | 534 367 8500 0.135
B) DA
COMPOSICION | A== (nm) A" (mm) | S (cm-l) <r>
DPPC 528 347 9880 0.14
Colest 10% 528 347 9880 0.08
Colest 30% 466 343 7695 0.06
Floretina 5% 526 359 8800 0.14
Floretina 20% | 536 371 8300 0.175

Los espectros de excitacion se obtuvieron con deteccién a 520 nm. Los
espectros de emision se obtuvieron con excitaciéon a 320 nm excepto para el
caso de floretina 20% (excitacién a 350 nm).

Para ambas sondas la introduccién de colesterol y floretina producen una
disminucién considerable del commiento de Stokes. La anisotropia
estacionaria desciende con la introduccién de colesterol en ambas proporciones
del 10 y 30%; en cambio no es afectada significativamente por un 5% de
floretina pero aumenta cuando se introduce dicha molécula en proporcion del
20%.
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V.6.b Discusion.

En primer lugar se discute el corrimiento de Stokes observado al agregar
colesterol. AT& permanece practicamente invariante con respecto a la
caracteristica para membranas de DPPC pura, pero A™ disminuye
notablemente.

Se conoce que el colesterol disminuye el grado de hidratacion de la membrana
(Simon y MclIntosh, 1986; McIntosh et al., 1989; Saito et al., 1991), lo cual
Justificaria el corrimiento al azul observado. Se ha determinado que el
colesterol disminuye el potencial dipolar de las bicapas lipidicas de DPPC en
fase gel (E.A.Disalvo, comunicacién personal). Segin Adamson (1976), el
potencial dipolar de membrana, Wdip, se puede aproximar por (Adamson,
1976) :

donde € es una constante dieléctrica efectiva que tiene en cuenta la presencia
de moléculas de agua, <p> es el momento dipolar resultante en la region de las
cabezas polares, y p es la densidad superficial de los dipolos contribuyentes.

Aparentemente la disminucion del grado de hidratacion, y consecuentemente
de €, indicaria que debe producirse un aumento en el potencial dipolar,
contrariamente a lo determinado experimentalmente. Por lo tanto el efecto
sobre Wdip debido a la disminucién de € debe ser compensado por una
disminucién del producto p<p>. En efecto, al incorporarse colesterol se estan
reemplazando dipolos del grupo fosfocolina (de alto momento dipolar: ppc =
19 D) por dipolos de colesterol de bajo momento dipolar (ico = 1.6 D), lo
cual contribuye a una importante disminucion del momento dipolar resultante <
(>. Ademas el colesterol actia como espaciador disminuyendo la densidad
superficial de dipolos, p, lo cual también contribuye a disminuir ydjp (refe).
La disminucién de ygjp y el efecto de espaciamiento llevan a la conclusion de
que tanto <p> como T disminuyen al incorporar colesterol, lo cual debe
contribuir a disminuir la polaridad de la region superficial.
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En conclusion, el corrimiento hacia el azul de los espectros de emision de
DPE y DA debido a la introduccion de colesterol se debe a una disminucién de
la polaridad de la interfaz.

El efecto en las propiedades fluorescentes producido por la introduccién de
floretina en la bicapa puede explicarse en forma analoga. Si bien no se observa
corrimiento de A™: hacia el azul, sino hacia el rojo, A== también se desplaza
hacia longitudes de onda mayores. El resultado global es una disminucion del
corrimiento de Stokes, lo cual indica que la polaridad de la regién sensada por
el fluoréforo disminuye.

La disminucion de la anisotropia estacionaria de DA y DPE con la
introduccién de colesterol es consistente con el aumento de la mowvilidad a
nivel de cabezas polares determinado mediante diferentes técnicas (Saito et al.,
1991; Needham et al., 1988 y referencias alli citadas).

La introduccién de floretina en proporcion del 20% resulta en un aumento de
<r> para ambas sondas. Ha sido reportado que la floretina no modifica el
empaquetamiento de las cabezas polares. En base a los resultados disponibles
no es posible aun dar una interpretaciéon a este efecto. Se sugiere que el
aumento de <r> podria deberse a una interaccion especifica de floretina con el
grupo croméforo.

Finalmente, el hecho de que las sondas DPE y DA experimentan un patron de
comportamiento similar como respuesta a la introduccién de colesterol y
floretina puede deberse a que las mismas no tienen carga neta, de modo que en
este caso DA y DPE estan sensando efectos similares y posiblemente regiones
similares en la interfaz.
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V.7 CONCLUSIONES GENERALES

El empleo de sondas fluorescentes sensibles a la polaridad brinda abundante
informacion acerca de las propiedades dieléctricas de la region en donde se
localiza el croméforo. Para una correcta interpretacion de la misma es
necesario tener en cuenta las aproximaciones y limitaciones del método, tal
como se describe en la seccion V.4.b.

Los cambios de las propiedades fluorescentes de DA y DPE con Ia
temperatura se pueden correlacionar con las distintas transiciones de fase de la
bicapa. La comparacion de los resultados obtenidos en vesiculas LUV y SUV
parece indicar que la penetracion y/o adsorcion de moléculas de agua presenta
caracteristicas significativamente diferentes en ambos sistemas.

Los estudios de la seccion V-6 indican que DA y DPE permiten detectar
cambios en la polaridad de la interfaz inducidos no sélo por la temperatura,
sino también por la introducidn de moléculas de diferente momento dipolar.






CAPITULO VI
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VI DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En el capitulo lII se observd que la sonda MC540 adsorbida a bicapas
lipidicas en estado gel da un pico de absorcién a 450 nm y una banda de
fluorescencia a 630 nm, los cuales son funcién de la temperatura, la longitud y
ramificacion de las cadenas de acidos grasos y la presencia de colesterol. Los
cambios producidos por estos factores a nivel de interfase lipido-agua se
correlacionan con las caracteristicas topologicas de cada una de las fases
estudiadas.

Los experimentos con MC540 demuestran que la adicién de una ramificacion
en el extremo C terminal de los residuos de acidos grasos afecta notablemente
la region interfacial. Por lo tanto, la configuracion de minima energia de un
fosfolipido en una determinada estructura cristalina estd determinada por todas
las porciones de la molécula. Es decir que si bien se puede llevar
fosfatidilcolinas con diferentes acidos grasos a fase solida esto no implica que
las estructuras sean idénticas en las distintas regiones de la bicapa.

Los experimentos con colesterol permiten extraer las mismas conclusiones. El
colesterol se inserta en la bicapa como se muestra en la figura II-10, afectando
tanto la region interfacial, como la zona hidrocarbonada. Los resultados
obtenidos con MC540 permiten deducir que la fase inducida a todas las
temperaturas por la inclusién de colesterol en proporciones mayores a un 30%
es diferente a la fase Ly de un lipido puro.

MC540 es capaz de detectar los cambios que se producen a dos niveles:
interfacial, como se observa por la desaparicion de la emision fluorescente a
630 nm; y en la region acilglicerol, como se observa por los cambios de
particion al desaparecer la absorcion a 570 nm.

Dado que el colesterol afecta las regiones que determinan la permeabilidad de
una bicapa es posible entender entonces que promueva un drastico descenso en
la permeabilidad de las membranas a solutos de diferente naturaleza.

Las conclusiones del capitulo III se obtuvieron comparando los resultados de
las medidas espectroscdpicas con medidas estructurales independientes.

En las condiciones de medicion utilizadas en el capitulo IV es posible obtener
resultados directos acerca de las propiedades interfaciales. Eliminando la
contribucion de las especies en fase acuosa, los estudios espectroscopicos
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demuestran la existencia de sélo monémero y dimero asociados a la membrana.
En dichas condiciones es posible asignar la banda de fluorescencia centrada a
630 nm con la especie dimero adsorbida a la superficie de la membrana.

Por lo tanto las variables que se observé modifican la emision a 630 nm en la
primer parte de este estudio (capitulo III), reflejan cambios en la zona de
membrana en donde dicha especie interactua.

La existencia de un equilibrio de dimerizacién de esta sonda en membranas
fue determinada en fase liquido-cristalina por Waggoner y Grinvald (1977),
Verkman y Frosch (1985) y Sikurova et al.(1988) aunque dichos autores no
observaron emisién fluorescente del dimero. Los presentes resultados en fase
gel muestran las mismas bandas de absorcién de mon6émero y dimero asociados
a la membrana. Por lo tanto, el hecho de que en estas condiciones se observe
fluorescencia del dimero tiene que estar relacionado con el estado de la region
en donde éste se adsorbe.

Barni y Savarino (1983), Dixit y Mackay (1983), Aramendia et al. (1988),
demuestran que la interacciéon de colorantes organicos con sistemas
organizados anfipaticos (micelas, vesiculas lipidicas) afecta la agregacion y las
propiedades fotofisicas de dichas moléculas.

Las propiedades que se modifican en la membrana a nivel interfacial al pasar
de fase liquida a fase gel son, el area por molécula, la movilidad y orientacién
de los grupos polares y el grado de hidratacién. Dado que algunos casos
reportados de dimeros fluorescentes corresponden a especies adsorbidas sobre
sustratos rigidos como por ejemplo cuarzo (Kemnitz et al., 1986), es razonable
relacionar preferentemente la emision del dimero de MC540 con un cambio en
la movilidad de los grupos polares. La adsorcion puede alterar drasticamente la
geometria de un dimero y por lo tanto sus propiedades espectrales (Kemnitz et
al., 1986).

El aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia en fase gel puede
deberse a que la disminucion de las reorientaciones intramoleculares y
colisiones con las moléculas del entorno disminuiria las transiciones no
radiativas.

Paralelamente, el valor de la constante de dimerizacién hallado en fase gel es
dos 6rdenes mayor que en fase liquido-cristalina. Si bien no es factible en
primera instancia relacionar directamente el cambio en la fluorescencia con el
cambio en el grado de dimerizacién, ambos sugieren que en fase gel se produce
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un aumento en el orden de la region interfacial. Este ordenamiento se refleja a
través de un aumento de potencial dipolar dado por un mayor alineamiento de
los grupos fosfocolinas y una consecuente polarizaciéon del agua (Simon y
MclIntosh, 1989).

Los estudios con colesterol también indican que el factor movilidad afecta la
emisién del dimero. El colesterol actia como espaciador a nivel interfacial
aumentando la movilidad de los grupos polares de los fosfolipidos (Saito et al.,
1991). Es entonces evidente que la emision fluorescente esta condicionada por
las propiedades locales en la interfase.

En resumen, los resultados descriptos en los capitulos III y IV muestran que
cambios en el estado de fase y composicion de las membranas lipidicas
produce cambios notables en las propiedades espectroscopicas y de agregacion
de MC540, tales como la transformacion de dimeros no fluorescentes en
fluorescentes, la aparicion de agregados de tipo H no fluorescentes (absorcion
a 450 nm) y un aumento de la constante de dimerizacién de las especies
asociadas a la membrana. Estos hechos son correlacionables con variaciones en
las propiedades interfaciales.

La profundizacion del estudio de esta region es por lo tanto relevante, y la
eleccion de sondas de estructura analoga a un fosfolipido permite inferir con
mayor detalle la naturaleza de las interacciones lipido-lipido a nivel interfacial.

Las sondas derivadas del grupo dansilo cumplen con dichas condiciones. En
el capitulo V el estudio en funcion del tamafio de vesicula demuestra que la
temperatura afecta en forma diferente una vesicula sonicada de 25-50 nm de
diametro (SUV) de una cuyo diametro promedia 80-100 nm (LUV). Los
resultados obtenidos indican que las LUV presentan, en la zona interfacial
sensada por DPE y DA, caracteristicas que se han determinado en MLV
mediante calorimetria diferencial. Se observa en LUV una regién de
temperaturas previas a la transicién de fase principal analogable a la regién de
pretransicién (fase P@) observada para MLV de igual composicion lipidica,
aproximadamente en el mismo rango de temperatura que para estas Gltimas.
Este hecho no ha sido reportado previamente.
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La desaparicion de la subtransicion de fase en SUV observada por
calonmetria de barrido diferencial se ha adjudicado a una disminucioén de la
cooperatividad debido al nimero restringido de moléculas de lipido en cada
vesicula y a una mayor ténsion mecanica de la membrana (Huang y
Mason,1978). Los resultados aqui informados indican que el proceso es
cualitativamente semejante a nivel de interfaz, lo cual sugiere que al menos
parte de dicha cooperatividad esta dada por la reoganizacién de los grupos en
la interfase.

DPE es sensible a la densidad de carga superficial negativa introducida por
fosfatidilglicerol dada su propia carga negativa en la cabeza polar, y simula
movimientos conformacionales que mimetizan los experimentados por los
fosfolipidos en iguales condiciones. DA en iguales circunstancias permite
verificar que el potencial dipolar (y en consecuencia la polaridad) es
dependiente de los momentos dipolares constituyentes a nivel de interfase sin
importar la carga neta de la misma.

Los resultados obtemidos para DPE y DA al introducir en la membrana
moléculas como colesterol y floretina (moléculas de bajo momento dipolar sin
carga neta) demuestran que el empleo de ambas sondas conjuntamente puede
brindar una informacién detallada acerca del efecto producido a mivel
interfacial por cambios en las variables mencionadas.

La informacion obtenida por una sonda o técnica determinada en el estudio de
membranas lipidicas conlleva a menudo el problema de interpretar
observaciones locales como propiedades "globales" de la membrana. Estas

generalizaciones se evidencian en afirmaciones como la realizada por Pastor et
al. (1991) quienes mencionan que la fase liquido-cnistalina L, caracteriza a las

membranas biolégicamente activas. Dicha afirmacion sdélo puede ser
interpretada como propiedad macroscopica, ya que a la luz de los resultados de
esta tesis el estado de una fase implica detalles estructurales diferentes en
distintas regiones. En muchos casos procesos de diferente naturaleza se
explican por la prescencia de microdominios. Por ejemplo, diversos estudios
demuestran que algunas enzimas aumentan su actividad en varios érdenes de
magnitud en regiones de coexistencia de fases: fosfolipasa pancreatica (Op den
Kamp et al., 1975), fosfolipasa C (Kimura, 1987); fosfolipasa A2 ejerce su
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maxima accion lipolitica en la transicion de fase, hidrolizando preferentemente
los domunios de lipidos en fase gel (Grainger et al., 1989). A estos
microdominios se los denomina defectos estructurales que bien pueden ser
consecuencia de la organizacion de la bicapa en una determinada condicion.

Es importante sefialar que existen numerosas razones por las cuales en
membranas biolégicas no es posible extrapolar propiedades locales (entorno de
primeros vecinos) a propiedades globales:

- La composicion lipidica de una membrana biologica puede contener entre 10
y 100 lipidos diferentes;

- Las biomembranas contiene diversas proteinas que pueden presentar fuerte
acoplamiento con determinados lipidos u otras proteinas constituyentes;

- Las membranas bioldgicas no se encuentran en equilibrio termodinamico.
Heterogeneidades laterales o transversales en la distribucion de lipidos
acompaiian diversos procesos metabdlicos y generan dominios momentaneos
que no pueden mimetizarse en una membrana modelo (Devaux y Seigneuret,
1985).

La existencia de dominios de composicion o estado de fase diferentes no es
incompatible con la actividad biologica. Mas altn, uno de los procesos
dinamicos mas ubicuos y permanentes en membranas biolégicas es la fusion de
membranas, como parte de los procesos de exo/endocitocis. En la ultima
década se han realizado numerosos estudios al respecto, y uno de los
mecanismos mas recientemente propuestos es la interaccidon hidrofébica-
hidrofilica en regiones de coexistencia de fases como la mayor fuerza directora
del proceso (Leckband, 1993; Ohki y Arnold, 1990; Helm et al., 1989).

Con la sintesis de sondas de localizacion especifica y el aumento de
resolucion y/o sensibilidad de las técnicas resueltas en el tiempo, se conoce
actualmente que el cambio de fase liquido cristalina a fase gel implica una
disminucion en los movimientos moleculares pero en diferente proporciones a
distintos niveles de la bicapa lipidica.

Levine et al. (1972) observan en DPPC MLV mediante C13-RMN que la
sefial correspondiente a la region hidrocarbonada pierde intensidad vy
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resolucion al pasar a fase gel Py, en contraste con la sefial correspondiente al

grupo colina, que sélo modifica ligeramente su intensidad.

Mantsch y Madec (1985) obtienen que la movilidad de las cabezas polares de
isoacilfosfatidilcolinas es muy restringida en fase L@, pero que aumenta
notablemente en fase Pg, acercandose a los valores obtenidos en fase Lg.

Cevc (1991) reporta que el cambio de fase L' a fase P aumenta la

movilidad de las cabezas polares y el area por molécula a nivel interfacial, no a
nivel de las cadenas hidrocarbonadas. Dicho autor sugiere asimismo que estos
cambios conllevan un aumento en el grado de hidratacién de la membrana a
nivel interfacial al pasar de fase Lg' a Pg:, previamente reportado por Janiak et
al. (1976). Una prueba de la interrelacién de dichas variables es la muy alta
sensibilidad del valor de la temperatura de pretransicion al grado de hidratacion
de la membrana.

Macdonald et al. (1991) indican que mediante la técnica de H2-RMN los
movimientos a nivel de cabeza polar en DMPC son detectables en fase gel
hasta temperaturas correspondientes al pasaje de fase Pg' a fase Lg' (15°C),

indicando un desacoplamiento entte el movimiento en la regién no polar,
altamente restringido en fase gel, ain en fase Pg, del movimiento a nivel de

cabezas polares.

Saito et al. (1991) observan estos cambios empleando una sonda fluorescente
de estructura y zona de deteccion similar a la de DPE o DA, y estudiando los
cambios de anisotropia resueltos en el tiempo. Dichos autores hablan del
"desacoplamiento” en la dinamica de la interfase respecto de la region no polar,
indicando que la movilidad de los grupos polares se incrementa notablemente
al pasar de fase L' a Pp' y es similar en fases Pg' y L; contrariamente a la de
la region hidrocarbonada, que no cambia entre fases L3 y P@, pero si lo hace a

pasar a fase liquida.

Los estudios realizados en esta tesis, empleando dos distintos tipos de sondas
(MC540 y derivados del grupo dansilo) y realizando estudios en funcién de la
temperatura y composicion lipidica, muestran los siguientes resultados:
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- MC540 dimeriza en membranas en fase gel y los valores de las constantes
de dimerizacién obtenidas para MLV y LUV de DPPC en fase Lp' son dos

érdenes de magnitud mayores que en fase liquida.

- El dimero adsorbido a la superficie de la membrana fluoresce en fase gel Lp'
y el aumento de temperatura llevando la membrana a fase Pg' y luego Ly

suprime gradualmente la fluorescencia del dimero.

- MC540 comienza a ingresar al interior de la bicapa (ver sefial de
fluorescencia del monémero en figura 1V-3B) a temperaturas previas a la
transicion principal, en fase Pg'.

- Las sondas DPE y DA muestran en fase gel una disminucién gradual del
valor de anisotropia estacionaria con el aumento de temperatura.

- El agregado de colesterol en fase gel Lg' elimina la fluorescencia del dimero

de M(C540 y disminuye el valor de anisotropia estacionaria de las sondas
dansilo. El modelo de interaccién del colesterol con los fosfolipidos de
membrana descripto en la figura III-10 indica que la introduccidon de colesterol
separa las cabezas polares permitiendo una mayor libertad de movimiento a
dicho nivel (Saito et al, 1991; Needham et al., 1988 y referencias alli
mencionadas).

Este conjunto de resultados y la comparacion de los mismos con los datos de
literatura indican que el empleo de sondas fluorescentes permite obtener
informacion sobre las propiedades de la interfaz bicapa-solucién en membranas
lipidicas.
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